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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
ACh - Acetilcolina 
AChE - Acetilcolinesterasa 
AChR - Receptor de acetilcolina 
Akt - Proteína cinasa B 
AO - Ácido okadaico 
APP - Proteína precursora del péptido 
amiloide 
ARN - Ácido ribonucleico 
ARNm - ARN mensajero 
ATP - Adenosina trifosfato 
ATPasa - Adenosina trifosfato 
fosfatasa 
BAD - Proteína apoptótica que 
interacciona con bcl-2 
BGT - α-Bungarotoxina 
Ca2+ - Calcio 
CAT - Colino acetil transferasa 
cAMP - Adenosina monofosfato 
cíclico 
cdK- Ciclina dependiente de cinasa 
CICR - Liberación de calcio inducida 
por calcio del inglés “calcium induce 
calcium release” 
CCDV- Canales de Ca2+ dependientes 
de voltaje 
DMEM - Medio Eagle modificado por 
Dulbeco 
DMSO - Dimetilsulfóxido 
EA - Enfermadad de Alzheimer 
EDTA - Ácido 
etilendiaminotetraacético 
RE - Retículo endoplasmático 
ERK 1/2 - Quinasa regulada por 
señales extracelulares 1/2.  
GSK-3 - Glucógeno sintasa cinasa 
IP3 - Inositol-1,4,5 –trifosfato 
JAK-2 - Janus cinasa 
K+ - Potasio 
mAChR - Receptor muscarínico 
MAPK – Proteína quinasa activada 
por mitógeno 
MLA - Metilicaconitina 
Na+ - Sodio 
LDH - Lactato deshidrogenasa 
nAChR - Receptor nicotínico de 
acetilcolina 
PCR - Reacción en cadena de la 
polimerasa 
PDK1 - Cinasa dependiente de 
fosfoinositol 
PI3K - Fosfoinositol-3-cinasa 
PIP2 - Fosfoinositol-4,5-bifosfato 
cinasa 
PIP3 - Fosfoinositol-3,4,5-trifosfato 
cinasa 
PKA -  Proteína cinasa A 
PKC - Proteína cinasa C 
PVDF - Polivinilidenofluoruro 
RT-PCR - Reacción en cadena de la 
polimerasa por la transcriptasa inversa 
PHF - Filamentos helicoidales 
emparejados 
SERCA - Calcio ATPasa reticular 
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Esta tesis doctoral se enmarca en una de las líneas principales del Instituto Teófilo 
Hernando para la I + D del Medicamento (ITH), a saber, el estudio y la búsqueda de 
fármacos neuroprotectores contra enfermedades como la Enfermedad de Alzheimer 
(EA).  
En los últimos tiempos la esperanza de vida de la población ha aumentado 
considerablemente y con ello se está produciendo un incremento significativo en la 
incidencia de ciertas patologías características de la población anciana. Un claro ejemplo 
de este tipo de patologías es la EA. En el año 2005, se estimó que había 24 millones de 
personas con esta demencia en el mundo y que estas cifras casi se multiplicarían por dos 
cada 20 años, siendo aproximadamente 40 millones de personas en el año 2020 y 81 
millones en el 2040 (Ferri et al., 2005). Además, el coste medio por enfermo es altísimo 
por los múltiples cuidados que requieren. Todas estas circunstancias hacen que encontrar 
nuevas estrategias para el tratamiento de estos enfermos sea muy urgente.  
Aunque otros mecanismos puedan estar relacionados en el desarrollo de la EA, 
hay suficientes evidencias que permiten pensar que la disfunción de la transmisión 
colinérgica desempeña un papel clave en la enfermedad. Por ello, se han realizado 
múltiples aproximaciones terapéuticas para contribuir a la mejora de esta disfunción 
mediante la búsqueda de precursores de la síntesis de acetilcolina (ACh), inhibidores de 
la acetilcolinesterasa, moduladores alóstericos positivos o agonistas de receptores 
nicotínicos. Sin embargo, el mecanismo molecular y fisiológico a través del cual la 
activación del receptor permite un efecto neuroprotector aún hoy está por determinar. 
 En concreto, la investigación que se presenta en esta tesis doctoral, se centra en 
la caracterización funcional de los distintos subtipos de receptores nicotínicos así como 




II. INTRODUCCIÓN  
 
II.1.   RECEPTORES PARA LA ACETILCOLINA 
 
 
II.1.1.    ESTRUCTURA 
 
Los receptores nicotínicos de acetilcolina (AChR) son receptores regulados por 
ligando y se clasifican en dos subtipos: receptores muscarínicos metabotrópicos y 
receptores nicotínicos ionotrópicos. Ambos subtipos comparten la propiedad de activarse 
por el neurotransmisor endógeno ACh y se expresan tanto en células neuronales como 
no neuronales (Albuquerque et al., 2009).  
Los receptores muscarínicos (mAChR) son proteínas transmembrana  acopladas 
a proteínas G que se activan lentamente (milisegundos a segundos) y que, dependiendo 
de los subtipos (M1-M5) activados, producen alteraciones en la homeostasis celular de la 
fosfolipasa C, inositol trifosfato, cAMP y calcio (Ca2+) intracelular.  
El otro gran subtipo, anteriormente mencionado, el receptor nicotínico ionotrópico, 
(nAChR) es un canal catiónico cuya actividad se induce, por unión de ligando, en el rango 
de micro a submicrosegundos. Existen distintos subtipos de receptores nicotínicos 
dependiendo de las subunidades que lo conforman. Estos, se expresan de forma 
diferencial en diversos tipos celulares desde el músculo hasta otros tipos no neuronales 
como la piel, el páncreas y el pulmón así como en neuronas del sistema nervioso central 
y periférico. La heterogeneidad anatómica y la existencia de distintos subtipos de 
receptores, implica una especialización funcional de los mismos que aún hoy no está del 
todo establecida. 
 Los nAChR son estructuras proteicas de aproximadamente 270-290 KDa 
localizadas en la membrana plasmática. Se componen de cinco subunidades que forman 
un canal permeable a iones. A grandes rasgos, se sabe que cada subunidad consta de 4 
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segmentos transmembrana (M1, M2, M3 y M4) (Corbin et al., 1998), dos bucles 
intracelulares, un extremo amino y carboxi - terminal extracelulares (Fig. 1).  
                  
Figura 1. Estructura del receptor nicotínico de acetilcolina. 
 
En el sistema nervioso, se han identificado 9 subunidades α (α2-α10) y 3 
subunidades β (β2-β4), codificadas por genes distintos. La subunidad α8 sólo se ha 
detectado en tejidos de ave, no así, en mamífero. Estas subunidades son capaces de 
unirse entre sí con diferentes estequiometrías dando lugar a receptores funcionales 
homoméricos (formados sólo por subunidades α) o heteroméricos (formados por 
subunidades α y β).  
La subunidades α7, α8, α9 y α10 son capaces de formar receptores funcionales 
homoméricos. La subunidad α10 también puede formar heterómeros con la subunidad 
α9. 
Las subunidades α2, α3, α4, α5 y α6, sin embargo, necesitan de las subunidades 
β2, β3 o β4 para formar receptores funcionales (receptores heteroméricos, p.ej.: α3β4, 
α4β2) con una estequiometría α(2)β(3) (Cooper et al., 1991).  
Las propiedades farmacológicas de un determinado subtipo de nAChR dependen 
de la estructura, del sitio de unión del agonista, así como de las interacciones de los 
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aminoácidos que modifican la conformación de un receptor. Por tanto, la distinta 
composición de las subunidades del receptor determina sus características funcionales en 
cuanto a la interacción con agonistas, antagonistas y moduladores. 
 
II.1.2.   SITIOS DE INTERACCIÓN EN LOS RECEPTORES NICOTÍNICOS 
 
II.1.2.a.   Agonistas 
 
El agonista interacciona con determinados aminoácidos presentes en un bolsillo 
hidrofóbico formado por dos subunidades adyacentes. El agonista se une a una 
subunidad situada por “delante”, que es el principal sitio de unión y, por “detrás” a la 
subunidad adyacente en el sitio complementario de unión. La unión del receptor a ambos 
sitios es necesaria para que se abra el canal. 
 El principal sitio de unión se encuentra en el extremo amino terminal de la 
subunidad  α (α2, α3, α4, α6, α7 o α9). En este extremo se encuentran dos residuos de 
cisteína característicos de la subunidad α y cuatro aminoácidos (Tyr 93, Trp149, Tyr 190 y 
Tyr 198) que son esenciales para la unión del agonista al receptor. Éstos aminoácidos 
aromáticos son capaces de interaccionar con el ligando, ya que se encuentran expuestos 
hacia la luz del bolsillo en los llamados bucles A, B y C (Fig. 2). Las subunidades α5 y α10 
no pueden desempeñar el papel típico de una subunidad α ya que no presentan 
aminoácidos críticos en la interacción del agonista al principal sitio de unión al receptor. 
Las subunidades β carecen de las cisteínas del extremo amino terminal, sin 
embargo, pueden aportar los aminoácidos que conforman el sitio complementario de 
unión al ligando. En el sitio complementario, los aminoácidos que más contribuyen a la 
unión son Leu 112, Met 114 y Trp 53, incluídos en los bucles D, E y F (Fig 2) de las 
subunidades α10, β2 y β4. La subunidad β3 carece del triptófano del bucle D lo que 
impide que ésta participe en el sitio de unión del agonista. La similitud en las secuencias 
de las subunidades α5 y β3 concuerda con el hecho de que ninguna de ellas participe en 
los sitios de unión del agonista al receptor.  
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Figura 2. Estructura y lugares de unión de los agonistas, antagonistas y 
moduladores alostéricos en el receptor nicotínico. 
 
Las subunidades α de los receptores homoméricos son capaces de aportar los 
dos sitios de unión al agonista formando receptores con cinco sitios de unión al receptor. 
Está descrito que el receptor α7 necesita más de dos sitios de unión ocupados por  el 
agonista para que el canal se abra. Sin embargo, los receptores heteroméricos, cuentan 
con dos sitios de unión al receptor (Gotti et al., 2007) y el canal es funcional con tan sólo 
la unión de una molécula de agonista (Stauderman et al., 1998).  
El subtipo α7 ademá s, presenta una baja afinidad por el ligando (Albuquerque et 
al., 2009), en comparación con los de alta afinidad por el agonista como son los 
heteroméricos α4β2 y α3β4 (Ver la tabla I). 
En general, la identidad de los aminoácidos presentes en el principal sitio de unión 
determina la afinidad por el ligando mientras que los aminoácidos del sitio 










canal  no 
competitivo 
Sitio de unión del 
agonista. Modelo 
de los bucles 
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Tabla I: Características farmacológicas y cinéticas de los ligandos agonistas de los 
nAChR. 
   
n.d.= no determinado. 
Datos tomados de “Nicotinic ACh Receptors” (TOCRIS Bioscience Scientific Review) por Susan 
Wonnacott y Jacques Barik (www.tocris.com). 
 
Por tanto, la diversidad de las subunidades que conforman un receptor determinan 
sus características farmacológicas y, consecuentemente, su función y distribución 
anatómica.  
 
II.1.2.b.   Antagonistas 
 
Los antagonistas competitivos, interaccionan cerca o en el sitio de unión del 
agonista, estabilizando al receptor en una conformación cerrada y previniendo la unión 
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del agonista. La inhibición con antagonistas reversibles, puede ser contrarrestada a altas 
concentraciones de agonista, por eso, la concentración adecuada para la utilización de un 
antagonista debe ser valorada según la concentración de agonista utilizada. Los 
antagonistas no competitivos no compiten por el sitio de unión del agonista e 
interaccionan con sitios distintos, incluso en el lumen del canal del nAChR. 
Desafortunadamente, hay un número limitado de antagonistas selectivos para 
cada subtipo. A continuación se mencionan algunos de ellos. 
 
 




Datos tomados de “Nicotinic ACh Receptors” (TOCRIS Bioscience Scientific Review) por Susan 






II.1.2.c.   Moduladores alostéricos 
 
Existen ciertos ligandos que se unen a sitios distintos del sitio de unión del 
agonista, modulando las transiciones conformacionales del receptor y su función. Los 
moduladores que potencian la función del receptor se llaman positivos y los que inhiben la 
función, negativos.  
El nAChR α7 es un subtipo modelo para el estudio de la modulación positiva 
debido a su baja afinidad por acetilcolina y rápida desensibilización. Existen múltiples 
moduladores alostéricos con distintos mecanismos de acción. A continuación se 
describen algunos de ellos. 
 
Tabla III: Características farmacológicas de los moduladores alostéricos positivos 
         
Datos tomados de “Nicotinic ACh Receptors” (TOCRIS Bioscience Scientific Review) por Susan 
Wonnacott y Jacques Barik (www.tocris.com). 
 
Otro tipo de modulación alostérica es la que se da por fosforilación entre los 
dominios intracelulares transmembrana M3 y M4 del receptor. Ésta fosforilación es 
llevada a cabo por unas proteínas pertenecientes a la familia de las SFKs, las Src- 
cinasas. Se ha descrito que estas cinasas se encuentran acopladas físicamente a los 
receptores del subtipo α7 (neuronas rata) y α3β4* (células cromafines bovinas). Sin 
embargo, las consecuencias funcionales  de su fosforilación son opuestas según el 
subtipo de receptor sobre el que actúen. La defosforilación del receptor α7 por genisteína 
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(inhibidor de las SFK) produce un aumento de la actividad de éste, sin embargo, cuando 
se defosforila el subtipo α3β4*, la actividad del receptor disminuye.  
Esta modulación diferencial así como las propiedades farmacológicas 
características de cada subtipo de receptor, indica una probable especialización funcional 
de los mismos. 
 
II.1.3.   DIVERSIDAD Y ESPECIALIZACIÓN DE LOS RECEPTORES NICOTÍNICOS 
 
Existe una distribución anatómica diferencial de los distintos subtipos de 
receptores nicotínicos. La pregunta es si esta diversidad supone una función redundante 
o un diseño funcional específico de los distintos subtipos. 
Mediante múltiples técnicas como la hibridación in situ, unión de radioligandos, 
PCR, inmunoprecipitación, etc se han ido caracterizando los distintos subtipos presentes 
en el sistema nervioso.   
-En el sistema nervioso autónomo
-
: ganglios simpáticos, inervación parasimpática, 
ganglios sensoriales, células cromafines, neuroblastoma humano (SHSY-5Y) y células 
PC12. En estas células se expresan generalmente las subunidades α3, α5, α7, β2 y β4, 
formando receptores α3β4*, α3β2* y α7*, donde * indica la posible inclusión de otras 
subunidades. 
En el sistema nervioso central: existe una distribución heterogénea de 
subunidades α2-α7 y β2-β4. Las subunidades más ampliamente expresadas son α4, β2 y 
α7, formando receptores α4β2* y α7*.  El subtipo α7 es predominante en hipocampo y 
está asociado a procesos de atención y memoria. Como consecuencia, este subtipo 
constituye una diana terapéutica para tratar enfermedades con alteraciones cognitivas 
como la Enfermadad de Alzheimer y la esquizofrenia (Haydar & Dunlop). El subtipo α4β2, 
muy abundante en el tálamo, se ha implicado en procesos de dependencia a la nicotina 




 astrocitos, macrófagos (Gerzanich et al., 1998), 
queranocitos de la piel (Grando, 1997), células de endotelio vascular (Conti-Fine et al., 
2000), musculares, linfocitos (Morishima-Kawashima et al., 1995; Skok et al., 2003; Skok 
et al., 2005) y en células pulmonares. En estos sistemas se han detectado mRNAs para la 
mayoría de las subunidades del nAChR. El papel fisiológico de estos receptores, en estas 
células, está aún por determinar, aunque el receptor α7 en macrófagos está cobrando 
gran interés por su implicación en procesos inflamatorios (Gerzanich et al., 1998). 
II.2.    FUNCIONALIDAD DE LOS DISTINTOS SUBTIPOS DE 
RECEPTORES NICOTÍNICOS 
 
II.2.1.   ENTRADA DE Ca2+ POR RECEPTORES NICOTÍNICOS  
 
Los receptores nAChR se componen de 5 subunidades dispuestas formando un 
poro que permite el paso de pequeños iones monovalentes y divalentes a su través. En el 
estado cerrado o inactivo, el canal iónico (3Å de diámetro) está ocluido por un cinturón 
hidrofóbico que constituye una barrera impermeable a iones.  
Mediante la unión de un ligando, experimentan un cambio conformacional en el 
que se exponen residuos hidrofílicos al haz del poro y apertura del canal (8Å de diámetro) 
lo que permite el paso del estado cerrado a un estado abierto o activo. A través del poro 
se produce el flujo de iones  sodio (Na+) y calcio (Ca2+) hacia el interior celular. Se ha 
descrito que el receptor α7 presenta el mayor ratio de permeabilidad Ca2+:Na+ (Bertrand 
et al., 1993; Fucile et al., 2003). Los receptores heteroméricos tienen un ratio de 
permeabilidad de Ca2+ del 2-5% (Fucile, 2004). Sin embargo, la incorporación de 
subunidades α5 a nAChR α3* humanos incrementa significativamente su permeabilidad 





II.2.2.   DESENSIBILIZACIÓN  
 
Si la exposición al agonista es continuada, el receptor pasa a un estado inactivo 
llamado desensibilizado (Giniatullin et al., 2005). Se sabe que en este estado, los 
receptores presentan una mayor afinidad por ligando, lo que ha llevado a pensar que es 
el propio agonista retenido, el causante del bloqueo del canal en el estado desensibilizado 
(Maconochie & Knight, 1992). Los residuos hidrofílicos que se disponen en el haz del poro 
durante el estado activo del subtipo α7, son ácidos glutámicos a diferencia de los residuos 
polares pero sin carga aportados por las subunidades α3. Además de los compuestos que 
interaccionan con residuos en la boca y en el lumen del poro, se predice que cualquier 
molécula pequeña cargada positivamente puede bloquear el canal, y muchos agonistas, 
incluida la propia ACh hace esto a altas concentraciones (Ogden & Colquhoun, 1985). 
Puede que estas cargas negativas en el haz del poro del nAChR α7 sean responsables 
de su rápida desensibilización (Olale et al., 1997) por impedimento estérico de las 
moléculas cargadas positivamente que se  unen a él en el estado abierto.    
La desensibilización del receptor es un proceso complejo que tarda de segundos a 
minutos (dependiendo del subtipo) y que incluye múltiples estados de los cuales se sabe 
poco acerca de las diferencias estructurales entre estos estados (Giniatullin et al., 2005). 
El estudio de este proceso se realiza generalmente mediante el cálculo del porcentaje de 
caída de corriente durante la exposición continua al agonista o la disminución de corriente 
en una segunda aplicación de agonista en experimentos de pulsos repetidos.  
La desensibilización aumenta en forma concentración dependiente (Fatt, 1950; 
Katz & Thesleff, 1957) y con el tiempo de exposición al agonista. Aunque la recuperación 
del estado desensibilizado puede ser total después de pulsos cortos de agonista, si la 
aplicación del agonista es prolongada, se puede dar una pérdida de la función llegando a 
ser casi irreversible (Boyd, 1987). 
Los distintos subtipos de nAChR presentan distintos tiempos de desensibilización  
dependiendo de las subunidades que lo conforman. Se sabe que el estado de 
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desensibilización depende de la estructura de los segmentos transmembrana así como de 
los dominios citoplasmáticos (Albuquerque et al., 2009).  
Así, se sabe que el receptor α7 se desensibiliza durante períodos más largos que 
los otros subtipos de nAChR y, que la presencia de la subunidad α5 produce una 
relantecimiento del proceso de desensibilización. 
 
II.2.3.   DISTINTAS FUENTES DE Ca2+ CONTRIBUYEN AL AUMENTO DE Ca2+ 
INTRACELULAR MEDIADO POR LA ACTIVACIÓN DE nAChR 
 
Como se ha mencionado en el apartado anterior, en células excitables, al 
estimular el nAChR se produce una entrada de Ca2+ y Na+ al interior celular. La entrada 
de Na+ a través del nAChR activa los canales de Na+ presentes en la membrana 
plasmática lo que produce una entrada de iones Na+ al espacio intracelular. Todo este 
flujo de cationes al interior celular, provoca una despolarización de la membrana 
plasmática lo que ocasiona la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje 
(CCDV) y una mayor entrada de Ca2+.  
En células cromafines bovinas existen distintos subtipos de canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje que varían en porcentaje según las especies (Garcia et al., 2006) 
y se desensibilizan por Ca2+ (Hernandez-Guijo et al., 2001) y por voltaje (Artalejo et al., 
1987). 
En situación de reposo el Ca2+ citosólico se mantiene muy bajo (0,1 μM), gracias a 
que existen bombas de “achique” que lo expulsan al exterior celular (Ca2+-ATPasa e 
intercambiador Na+/Ca2+ del plasmalema) o hacia el retículo endoplasmático (Ca2+-
ATPasa o SERCA). Al activarse la célula, el Ca2+ citosólico se eleva bruscamente hasta 
100 o más veces por encima de su concentración basal. Este aumento se hace a 
expensas de dos fuentes, extra e intracelular. En células excitables, una pequeña 
cantidad de Ca2+ que entra del medio extracelular o la aplicación de cafeína puede activar 
un canal del retículo endoplasmático, lo que permite la salida hacia el citosol de Ca2+ 
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almacenado (800-900 μM de [Ca2+]r) (Alonso et al., 1999). Como el Ca2+, la cafeína 
también abre este canal, y la rianodina lo bloquea; por ello este canal de calcio 
intracelular recibió el nombre de canal de rianodina. A este proceso de salida de Ca2+ del 
retículo por entrada de Ca2+ al citosol se le denomina CICR (del inglés “Calcium Induced 
Calcium Released ”). 
 
                     
Figura 3. Estructuras celulares que participan en la homeostasis del Ca2+ celular. 
Mitocondria (Mit), retículo endoplásmico (ER) vesículas secretoras (SV) 
(www.ibgm.med.uva). 
 
La mitocondria, es el orgánulo en el que se fabrica la moneda energética 
universal, el ATP. La formación de ATP se incrementa durante la activación celular y el 
Ca2+ participa en este proceso. La elevación de calcio en la luz mitocondrial ocasiona la 
activación de deshidrogenadas y la formación de ATP. En otras palabras, el Ca2+ acopla 
la producción de ATP al incremento de la demanda de energía que se produce durante la 
activación celular.  
El Ca2+ entra al interior mitocondrial por el uniportador de Ca2+  y sale por un 
intercambiador Na+/Ca2+. El uniportador de Ca2+ se pone en marcha cuando se eleva la 
concentración citosólica de Ca2+, para bombear el catión al interior mitocondrial. 
Utilizando sondas de Ca2+ dirigidas al interior mitocondrial se ha visto que tras la 
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despolarización de células cromafines con acetilcolina, K+ o cafeína, el Ca2+ mitocondrial 
aumenta a concentraciones que pueden llegar al rango milimolar (Montero et al., 2000). 
Este Ca2+ se libera de nuevo al citosol en pocos segundos. Todo ello sugiere que los 
CCDV, el retículo endoplasmático y la mitocondria parecen estar muy próximos entre sí, 
formando una unidad funcional que controlaría la homeostasis del Ca2+ intracelular (Ver 
figura 3).   
 
II.2.4.   SECRECIÓN DE CATECOLAMINAS  
 
La liberación de neurotransmisores y catecolaminas se lleva a cabo por el proceso 
denominado exocitosis. Es un proceso muy organizado y regulado en el que participan 
varias proteínas y estructuras del citoesqueleto para transportar las vesículas desde los 
depósitos de reserva hasta su lugar de atraque en aquellos sitios activos del plasmalema 
en donde, cuando llegue un potencial de acción, se dé el proceso de fusión y la secreción 
al medio extracelular del contenido intravesicular. Para la formación del complejo proteico 
que permite la secreción, también es necesaria la hidrólisis de ATP. 
Desde que se conociera la importancia del Ca2+ en los procesos de acoplamiento 
estímulo-secreción (Douglas & Rubin, 1961) se ha buscado el receptor intracelular para 
dicho catión. Parece ser que la sinaptotagmina, una proteína ubicada en la membrana de 
la vesícula podría ser la que, al unirse al Ca2+, cambiaría de conformación dando lugar al 
proceso de exocitosis.  
Se sabe que la entrada de Ca2+ a través de los distintos subtipos de CCDV 
pueden regular la secreción de catecolaminas (Lopez et al., 1994) y que los P/Q se 
localizan más cerca de los sitios de secreción que los de tipo L (Lara et al., 1998). 
El papel de la mitocondria en la secreción de catecolaminas es fundamental desde 
que se ha demostrado que la interrupción de la entrada de Ca2+ a la mitocondria 
utilizando el protonóforo CCCP, potencia exageradamente las respuestas secretoras de 
catecolaminas, en células estimuladas con acetilcolina, K+ o cafeína (Montero et al., 
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2000). Se piensa que la secreción rápida de vesículas ya atracadas o muy cercanas al 
plasmalema (vesículas de liberación rápida) depende sobre todo de la entrada de Ca2+ a 
nivel del subplasmalema (CCDV y el propio receptor). Sin embargo, la mitocondria 
desempeña un papel importantísimo en la secreción a tiempos más largos y cuando las 
concentraciones de Ca2+ citosólico son elevadas (Montero et al., 2001). La salida de Ca2+ 
de la mitocondria por el intercambiador Na+/Ca2+ hacia zonas del citosol alejadas del 
plasmalema facilita el transporte de vesículas desde un depósito de vesículas de reserva 
hasta el depósito subplasmalemal. De ésta manera, la exocitosis se puede mantener 
durante períodos más prolongados. Ello sugiere que la mitocondria controla la 
disponibilidad del Ca2+ en la maquinaria secretora y, por tanto, regula la exocitosis 
(Montero et al., 2000).   
En células cromafines bovinas, la mayoría de los estudios demuestran que el 
receptor implicado en la secreción de catecolaminas es insensible a BGT. El receptor que 
hasta ahora se supone desempeña esta función es el α3β4* . Sin embargo, la presencia 
de receptores α7 está bien descrita  (Wilson & Kirshner, 1977) y su expresión es 
aproximadamente igual a la conocida en hipocampo de rata (El-Hajj et al., 2007), donde el 
subtipo α7 está ampliamente distribuido. En 1998, López y col. (Lopez et al., 1998) 
consiguieron ver una implicación parcial de de éste subtipo de receptor en procesos de 
secreción de catecolaminas mediante la utilización de pulsos cortos de ACh y distintos 
antagonistas selectivos α7. 
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II.3.   MECANISMOS IMPLICADOS EN LA FISIOPATOLOGÍA DE LA 
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
Esta enfermedad neurodegenerativa se caracteriza por un deterioro cogitivo 
progresivo que a nivel celular se acompaña de una muerte neuronal (Cummings, 2004) 
que afecta sobre todo a las neuronas colinérgicas en los núcleos básales de Meynert 
(Whitehouse et al., 1982). 
 
II.3.1.a.   Implicación del beta amiloide y la proteina tau 
 
La fisiopatología de la enfermedad de Alzheimer (EA) es compleja y todavía no del 
todo esclarecida. A nivel histológico, se caracteriza por la presencia de ovillos 
neurofibrilares intracelulares ricos en proteína tau hiperfosforilada (Lee & Trojanowski, 
1992) y placas seniles que son depósitos extracelulares de péptidos amiloides (Price et 
al., 1991). De ahí que se haya implicado un mal procesamiento de estas dos proteinas en 
la fisiopatología de esta enfermedad.  
Los péptidos de beta amiloide se generan por la proteolisis de la proteína 
precursora amiloide (APP). La APP se corta primero por dos complejos proteicos 
mediante α o β secretasa y, después, por la γ secretasa. El corte de APP por α y γ 
secretasa previene la formación de péptidos amiloides y el corte por β y γ secretasa 
aumenta el APP soluble y el péptido amiloide. Los principales péptidos que componen las 
placas seniles son los péptidos Aβ 1-42 y Aβ1-40. Un aumento en la razón del péptido 1-42 
entre el 1-40 se ha relacionado con la EA (Kumar-Singh et al., 2006). La implicación del 
beta amiloide en la EA se sustenta en gran medida en base a que en los casos familiares 
de EA existen mutaciones de APP  o de las enzimas presenilinas encargadas de su 
degradación; ambas alteraciones conllevan un aumento de beta amiloide. Sin embargo, 
estos casos familiares tan solo suponen un 1-2% de todos los casos de EA.  Además, la 
presencia de placas seniles aumenta fisiológicamente con la edad del paciente y, sin 
embargo, el grado de demencia se ha correlacionado fundamentalmente con la muerte de 
neuronas en localizaciones específicas con un mayor número de ovillos neurofibrilares.  
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Sin embargo, cada día hay más evidencias que ponen de manifiesto una 
interrelación entre el péptido Aβ y la proteína τ. Así hay estudios que muestran que la 
toxicidad del péptido Aβ depende de la expresión de τ (Rapoport, 2002) y en ratones 
transgénicos se ha visto que la expresión de τ puede afectar la toxicidad inducida por el 
Aβ (Roberson et al., 2007). La idea de que la hiperfosforilación de τ es la causa última de 
la muerte neuronal y no el péptido Aβ se apoya en los experimentos realizados por 
(Irizarry et al., 1997) en ratones tratados con Aβ; estos ratones mostraron placas seniles y 
bloqueo de la LTP, implicada en procesos de aprendizaje, pero no presentaron signos 
neurodegenerativos. Sin embargo, el péptido Aβ1-42 produce hiperfosforilación de τ  en los 
mismos residuos que se fosforilan en los ovillos neurofibrilares, dando lugar a estructuras 
similares a los filamentos helicoidales emparejados (PHF) (Busciglio et al., 1995; Ferrari 
et al., 2003), además de producir neurodegeneración (Zheng et al., 2002). 
También se ha descrito que en neuronas de hipocampo de ratones deficientes en 
τ no hay signos de degeneración en presencia del péptido Aβ 1-42 (Cairns et al., 2004). 
Además, hay estudios en ratones transgénicos modelos de EA que expresan placas 
amiloides y filamentos pareados helicoidales (Lewis et al., 2001) en los que se produce 
una mejora cognitiva sólo cuando disminuyen los niveles de Aβ1-42 y τ, y no cuando solo 
disminuye el péptido Aβ 1-42 (Oddo et al., 2006). Por tanto, el conjunto de estos resultados 
parecen indican que la hiperfosforilación de τ está implicada en la muerte neuronal en la 
EA. 
Las proteínas τ pertenecen a una familia de proteínas asociadas a microtúbulos 
del citoesqueleto (MAP) cuya función principal es el ensamblaje del citoesqueleto y la 
polarización de las neuritas (Binder et al., 1985). Recientemente, se ha descrito que 
también están implicadas en el control del desarrollo celular y muerte celular. Así, por 
ejemplo, se sabe que τ participa mayoritariamente en los procesos de muerte celular por 
excitotoxicidad inducida por glutamato (Pizzi et al., 1995). 
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En la estructura primaria de la proteína τ se han descrito de 3 o 4 repeticiones de 
31-32 aminoácidos en el extremo carboxilo terminal que constituyen el sitio de anclaje de 
los microtúbulos. La isoforma con 4 repeticiones se encuentra solo en tejido adulto sin 
embargo, la isoforma de 3 repeticiones se encuentra tanto en tejido fetal como en cerebro 
adulto (Goedert & Jakes, 1990; Hasegawa et al., 1993). Las modificaciones post-
transcripcionales como fosforilaciones y glicosilaciones aumentan el grado de complejidad 
de las estructuras formadas. 
En la enfermedad de Alzheimer, la acumulación de filamentos helicoidales 
emparejados (PHF) en determinadas neuronas es una de las consecuencias 
histopatológicas de la enfermedad. τ es la proteína mayoritaria de los filamentos pareados 
helicoidales (Grundke-Iqbal et al., 1986; Grundke-Iqbal et al., 1988). Además, en cerebros 
de EA existe un alto porcentaje de proteína τ  hiperfosforilada (Avila, 2000). Se han 
descrito hasta 21 sitios de fosforilación en residuos de Ser-Thr en complejos PHF- τ  
(Morishima-Kawashima et al., 1995).  La proteína ADP- τ  no produce el ensamblaje de la 
tubulina en microtúbulos (Alonso et al., 1994) y éstos secuestran proteínas τ  normales y 
proteínas MAP de alto peso molecular como MAP1 y MAP2 causando el desensamblaje 
de microtúbulos in vitro (Alonso et al., 1994). La desorganización de los microtúbulos y las 
consecuencias sobre el transporte axonal son las causas que se cree son responsables 
de la degeneración retrógrada de las neuronas en la enfermedad EA. 
Múltiples cinasas fosforilan τ  in vitro en los mismos sitios que están fosforilados 
en enfermos de EA como las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Drewes 
et al., 1992; Ledesma et al., 1992), cinasas dependientes de ciclina (cdK) (Ledesma et al., 
1992; Arioka et al., 1993) y la glucógeno sintasa cinasa (GSK-3) (Hanger et al., 1992).  La 
inhibición de la actividad de fosfatasas que defosforilan τ, también puede llevar a una 
hiperfosforilación de esta proteína. Entre éstas se encuentran las Ser/Thr fosfatasas PP-
1, PP-2A y PP-2B (Gong et al., 1994; Wang et al., 1995) y la actividad de las mismas se 
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encuentra disminuída en cerebros de pacientes de EA (Gong et al., 1993; Gong et al., 
1995).  
 
II.3.1.b.   Disfunción colinérgica en la Enfermedad de Alzheimer  
           
La sinapsis colinérgica asegura su funcionalidad mediante la síntesis de 
acetilcolina (ACh) por acción de la enzima colinoacetilasa o colino-acetiltransferasa 
(CAT). Esta enzima es sintetizada en el soma de las neuronas colinérgicas siendo 
posteriormente transportada hacia el axón donde va a intervenir en la síntesis de ACh a 
partir de sus precursores fisiológicos, acetil-coenzima A y colina. La colina procede del 
medio extracelular, donde existe a concentraciones micromolares bajas, siendo captada 
hacia la terminal colinérgica por acción de un transportador, siendo por tanto éste un 
factor limitante en la síntesis de (ACh). La síntesis de ACh se produce en el citosol, 
siendo posteriormente almacenada, gracias a la acción de un transportador, en vesículas 
sinápticas que, mediante un proceso de exocitosis dependiente de Ca2+, serán liberadas 
al espacio sináptico. Una vez liberada, la ACh se va a unir a receptores muscarínicos y 
nicotínicos presentes tanto a nivel presináptico como a nivel postsináptico (Fig. 4). Los 
receptores nicotínicos a nivel presináptico ejercen un papel modulador de la liberación de 
neurotransmisores, mientras que los postsinápticos median procesos de transmisión 
sináptica excitatoria. Además, algunos subtipos de receptores nicotínicos parecen 






Figura 4. Dibujo representativo de la sinapsis colinérgica.  
Aunque en la fisiopatología de la enfermedad del Alzheimer se han implicado 
diversos sistemas de neurotransmisión, el sistema colinérgico ha sido el más estudiado 
(Bartus et al., 1982). 
La gravedad de la demencia se ha relacionado no solo con la pérdida colinérgica 
(Perry et al., 1981) sino también con la reducción de la actividad de la colino acetil-
transferasa (enzima que sintetiza la ACh) (CAT) en el cortex (Coyle et al., 1983; Geula & 
Mesulam, 1996). Sin embargo, se ha visto un aumento de la actividad de ésta enzima en 
las neuronas que sobreviven, lo que se interpreta como un mecanismo de defensa 
compensador (Slotkin et al., 1990). 
Las neuronas más vulnerables en la EA parecen ser las que expresan altos 
niveles de nAChR, en concreto, el subtipo α7 (D'Andrea & Nagele, 2006). La pérdida de 
neuronas colinérgicas está asociada a la presencia de ovillos neurofibrilares. 
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Existen datos que demuestran que en los cerebros postmortem de enfermos de 
EA existe una perdida de receptores nicotínicos, sobre todo en fases tempranas (Kadir et 
al., 2006). Estos resultados se han obtenido por técnicas de western-blot (Burghaus et al., 
2000), análisis inmunohistoquímicos (Martin-Ruiz et al., 1999; Wevers & Schroder, 1999) 
o por técnicas de radioligandos (Nordberg & Winblad, 1986; Hellstrom-Lindahl et al., 
1999). Sin embargo, otros estudios no encuentran una disminución del ARN mensajero 
para las distintas subunidades nicotínicas mediante técnicas de hibridación in situ o RT-
PCR en pacientes de EA (Terzano et al., 1998; Mousavi et al., 2003). Estos resultados 
indican que hay una pérdida de la expresión proteica de las subunidades de los nAChR 
en estos pacientes. 
  Otro mecanismo que se ha relacionado con la disfunción colinérgica en la EA es 
la interacción del péptido Aβ con  los nAChR. Existen estudios que demuestran que el 
péptido Aβ1-42 se une selectivamente a los nAChR α7 (Wang et al., 2000b) y esta unión se 
desplaza por α-bungarotoxina (Wang et al., 2000a; Wang et al., 2000b) en varios modelos 
neuronales. La toxicidad producida por Aβ, además, está mediada en parte por su unión 
al subtipo α7 (Qi et al., 2007). Este hecho podría ser debido a que el péptido se internaliza 
a través de su unión al α7 (Nagele et al., 2002).   
Aunque otros mecanismos pueden estar relacionados en el desarrollo de la 
enfermedad de EA, hay suficientes evidencias que permiten pensar que la disfunción de 
la neurotransmisión colinérgica desempeña un papel clave en la enfermedad.  Por ello, se 








II.4.    LOS nAChR COMO DIANAS TERAPÉUTICAS PARA EL 
DESARROLLO DE NUEVOS FÁRMACOS NEUROPROTECTORES 
 
 
Tomando como diana terapéutica los receptores nicotínicos y la mejora de la 
neurotransmisión colinérgica se han buscado precursores de la síntesis de ACh, 
inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE), moduladores alóstericos positivos o 
agonistas de receptores nicotínicos.  
 
II.4.1.    ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA NEUROTRANSMISIÓN COLINÉRGICA   
 
II.4.1.a.   Los precursores de ACh  
 
La propia colina no ha mostrado resultados satisfactorios en ensayos clínicos 
(Amenta et al., 2001). Este hecho puede ser debido a que no se ha podido demostrar que 
el aumento de la biodisponibilidad de colina en cerebro se correlacione con un incremento 
de la síntesis y/o liberación de ACh en las neuronas colinérgicas (Wecker, 1990). Sin 
embargo, otros fosfolípidos implicados en la síntesis de colina como CDP-colina o colina-
alfoscerato sí parecen incrementar  la síntesis y liberación de ACh, habiéndose descrito 
una pequeña mejoría de las funciones cognitivas en pacientes de EA (Caamano et al., 
1994; De Jesus Moreno Moreno, 2003). 
 
II.4.1.b.   Los inhibidores de AChE  
 
Son los que hasta ahora han demostrado cierta eficacia para detener el progreso 
de la enfermedad de EA, evitando la degradación de la ACh. Fármacos como  el 
donepezilo, la rivastigmina o la galantamina, que inhiben la acetilcolinesterasa cerebral, 
son capaces de proporcionar una mejoría modesta (Aguglia et al., 2004; Ritchie et al., 
2004) y transitoria de la sintomatología del paciente de EA y de enlentecer modestamente 
el deterioro progresivo de la enfermedad (Raina et al., 2008). Sin embargo, alguno de 
ellos como la galantamina también ha mostrado efectos adicionales a su inhibición de la 
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acetilcolinesterasa in vitro como la potenciación alostérica de los nAChR (Albuquerque et 
al., 1996; Schrattenholz et al., 1996; Maelicke, 2000). 
 
II.4.1.c.   Los moduladores alostéricos de nAChR 
 
 También producirían, teóricamente, una mejora de la transmisión colinérgica al 
aumentar la sensibilidad del neurotransmisor ACh. Así por ejemplo, la galantamina por 
ser un modulador alostérico positivo podría incrementar la neurotransmisión colinérgica y 
ser ésta la propiedad que le confiere sus efectos en la mejora de la cognición y retraso del 
deterioro en la enfermedad de EA, además de la inhibición de la AChE.  
 
II.4.1.d.   Los agonistas nicotínicos 
 
Han mostrado efectos neuroprotectores en modelos in vivo e in vitro frente a la 
toxicidad inducida por péptido Aβ (Kihara et al., 1998) y en modelos de 
hiperfosforilación de τ (Arias et al., 2005). Además, existen estudios que postulan una 
menor neurodegeneración en pacientes fumadores de Alzheimer y menor número de 
placas necróticas en cerebros de fumadores, en comparación con los no fumadores 
(Ulrich et al., 1997). Estos resultados les hace un buen objeto de estudio para sus 
posibles propiedades terapéuticas en la EA.  
 
II.4.2.   MECANISMOS NEUROPROTECTORES MEDIADOS POR nAChR 
 
Aunque los efectos neuroprotectores de los agonistas nicotínicos están bien 
establecidos, existen múltiples teorías acerca de cuales pueden ser los mecanismos por 






II.4.2.a.   Disminución de la muerte celular 
 
En neuronas de hipocampo  y corteza tratadas con el péptido Aβ (Zamani et al., 
1997; Liu & Zhao, 2004) (Kihara et al., 1997; Kihara et al., 1998) y en ratones 
transgénicos modelos de EA se ha demostrado que diversos agonistas nicotínicos 
neuroprotegen y disminuyen la hiperfosforilación de τ (Hu et al., 2008; Bitner et al., 2009). 
También se sabe que los agonistas nicotínicos pueden activar una serie de 
procesos mediante la activación de protein-cinasas, iniciación de genes tempranos y 
síntesis de nuevas proteínas, que en última instancia, llevarían a cambios de plasticidad 
sináptica, remodelado neuronal e inhibición de apoptosis. A este respecto, hay datos que 
sugieren que la señal ocasionada por la activación de receptores nicotínicos α7 puede 
regular la expresión de factores tróficos (Belluardo et al., 2000), de proteínas 
antiapoptóticas de la familia Bcl-2 (Kihara et al., 2001; Arias et al., 2005), e incluso de 
proteínas fijadoras de Ca2+ como la calbindina D28K (Prendergast et al., 2001); todos 
estos eventos podrían explicar el efecto neuroprotector/trófico secundario a la activación 
de los receptores nicotínicos.  
 
II.4.2.b.   Aumento del número de nAChR  
 
El efecto neuroprotector de los agonistas nicotínicos también podría relacionarse 
con una sobreexpresión de nAChR que compensarían la pérdida de nAChR característica 
de la EA. Así se ha demostrado que la nicotina produce aumentos de la expresión de 
estos receptores en cerebro y cultivos celulares (Gentry & Lukas, 2002). En cultivos 
celulares, mediante incubaciones por encima de 120 h, la nicotina ha mostrado la 
capacidad de aumentar los receptores α7 en membrana sin afectar a la expresión del 
ARNm (Ke et al., 1998). En cerebros de rata sometidos a largos tratamientos con nicotina, 
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se ha visto que aumenta la expresión del subtipo α4β2 restringida a determinadas 
regiones cerebrales (Nguyen et al., 2003).  
Jonnala y Buccafusco, en células privadas de factores tróficos demostraron que la 
nicotina produjo neuroprotección y duplicó el número de sitios de fijación para [I125]-α-
bungarotoxina. Por el contrario, otros agonistas que no ofrecían efectos neuroprotectores, 
tampoco aumentaban el número de nAChR. 
 
II.4.2.c.   Disminución de la secreción y agregación de Aβ  
 
Otro posible mecanismo neuroprotector mediado por la activación de los nAChR 
podría ser porque aumentan la secreción de fragmentos de APP no amiloidogénico in 
vitro (Efthimiopoulos et al., 1996; Kim & Suh, 1996). Además, la administración crónica de 
nicotina puede bloquear el procesamiento de APP en péptidos Aβ in vivo mediante un 
mecanismo dependiente de nAChR. 
La caracterización de las propiedades neuroprotectoras de los distintos subtipos 
de nAChR está emergiendo en los últimos años debido a la aparición de nuevos 
agonistas y moduladores selectivos así como la utilización de técnicas de silenciamiento 
para las distintas subunidades de estos receptores. 
 
II.4.3.   SUBTIPOS DE nAChR IMPLICADOS EN LA NEUROPROTECCIÓN  
 
La protección por estimulación de los nAChR puede ser mediada por varios 
subtipos y además difiere según los tóxicos (Gahring 2003) y los tipos celulares 
empleados. 
Los efectos neuroprotectores de la nicotina frente a la toxicidad inducida por Aβ e 
hiperfosforilación de τ (Arias et al., 2005) se revierten con antagonistas selectivos α7 y no 
selectivos como la mecamilamina (Kihara et al., 1998; Liu & Zhao, 2004); y no con 
antagonistas β2 (Arias et al., 2005) , sugiriendo que la activación del subtipo α7 es la 
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responsable del efecto neuroprotector. Sin embargo, en otros modelos de toxicidad como 
la mediada por etanol, en neuronas corticales, el efecto protector de la nicotina se revirtió 
tanto con antagonistas selectivos α7 como β2 (Tizabi et al., 2004). El silenciamiento del 
subtipo α7 en SHSY-5Y produce un incremento de la toxicidad por péptido Aβ (Qi et al., 
2007) y los antagonistas α7 y no los β2, revierten la protección de galantamina en cultivos 
neuronales de rata (Kihara & Shimohama, 2004). 
Por todo esto, parece que el nAChR del subtipo α7 desempeña un papel 
primordial en la neuroprotección inducida por la estimulación de receptores nicotínicos, 
aunque en algunos tipos celulares, los nAChR no-α7 también pueden contribuir a este 
efecto. 
 
II.4.4.   IMPLICACIÓN DEL Ca2+ EN EL MECANISMO NEUROPROTECTOR MEDIADO 
POR nAChR. 
 
La nicotina y otros agonistas o moduladores alostéricos de los nAChR han 
mostrado neuroprotección en varios modelos de toxicidad neuronal, tanto in vitro como in 
vivo (O'Neill et al., 2002). Aunque las rutas intracelulares que median estos efectos 
neuroprotectores no son totalmente conocidas, la creencia de que la neuroprotección es 
Ca2+ dependiente (Donnelly-Roberts et al., 1996; Dajas-Bailador et al., 2000; Ferchmin et 
al., 2003) está ampliamente extendida. Sin embargo, existen estudios en los que se 
empieza a dudar de si la protección mediada por nAChR puede ser debida a un cambio 
conformacional del receptor y activación de cinasas acopladas a éste o por una mera 
desensibilización del receptor (Buckingham et al., 2009). Estas hipótesis se basan en que 
el bloqueo de receptores mediante la utilización de antagonistas selectivos α7 también 
producen protección en rodajas de hipocampo (Ferchmin et al., 2003) sometidas a daño 
por NMDA, en neuronas corticales de ratón frente a Aβ (Martin et al., 2004) y una 
disminución de la hiperfosforilación de τ inducida por Aβ en células SHSY-5Y y PC12 (Hu 
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et al., 2008). Además, la co-incubación de agonistas y antagonistas selectivos α7 no 
produce un efecto sinérgico en la disminución de la hiperfosforilación de τ.  
Existen estudios en neuronas de ratones que expresan la subunidad α7 que 
demuestran que la entrada de Ca2+ por los receptores nicotínicos α7 es tóxica 
(Laudenbach et al., 2002). Se sabe que el péptido Aβ produce una entrada de Ca2+ a 
través del subtipo α7 y α3β2 en SHSY -5Y (Dajas-Bailador et al., 2002a). La 
desensibilización previa de éstos nAChR podría dar lugar a una menor entrada de Ca2+ a 
través del nAChR en presencia del péptido Aβ que evitaría la toxicidad inducida por la 
entrada de Ca2+. Recientemente se ha relacionado una mejora cognitiva en macacos 
tratados con nicotina y análogos de colina tras la desensibilización de los nAChR 
(Buccafusco et al., 2009b).  
Por otro lado, el hecho de que la neuroprotección mediada por nicotina se dé a 
altas concentraciones sugiere que sus efectos neuroprotectores estarían relacionados 
con la desensibilización del receptor (Buckingham et al., 2009).  
 La gran pregunta que nos planteamos actualmente es si el mecanismo de 
neuroprotección por agonistas nicotínicos se debe a un cambio conformacional o 
desensibilización del receptor que active una vía de señalización intracelular protectora 
(se sabe que el subtipo α7 interacciona físicamente con cinasas señalizadoras) o si se 
precisa del paso de Ca2+ a su través, o ambos a la vez. 
 
II.4.5.   CINASAS ACTIVADAS POR nAChR Y SU IMPLICACIÓN EN LA ACTIVACIÓN DE 
RUTAS DE SUPERVIVENCIA  
 
Existen múltiples cinasas implicadas en la neuroprotección mediada por agonistas 
nicotínicos. Algunas de ellas se sabe que son activadas por Ca2+, pero además existen 
otras que se encuentran asociadas físicamente al propio receptor pudiéndose activar por 
un cambio conformacional del mismo.    
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Entre las enzimas que están acopladas al nAChR α7 se encuentra, entre otras, la 
JAK-2 (Shaw et al., 2002). Ésta es una proteína que se puede autofosforilar, activándose 
y es capaz de mediar la activación entre el nAChR y PI3K (Kumano et al., 2000; Shaw et 
al., 2002). Además, se sabe que la activación de JAK-2 inducida por nicotina en células 
PC12 es responsable de la protección ofrecida por ésta en presencia del péptido Aβ 1-42 
(Shaw et al., 2002). 
 De las cinasas que se activan por una entrada de Ca2+ cabe destacar la proteína 
ERK 1/2, proteína quinasa A (PKA) (Dajas-Bailador et al., 2002b), proteína cinasa C 
(PKC),  Ca2+/calmodulina ciinasa-II (CAMK-II) y fosfoinositol-3-cinasa (PI3K).  
Las dos cinasas más importantes y que se relacionan con efectos 
neuroprotectores mediados por agonistas nicotínicos en modelos tanto in vitro como in 
vivo son la proteína cinasa B o Akt y la ERK 1/2. La primera de ellas, Akt, se activa 
cuando la cinasa PI3K transforma el PIP2 en fosfoinositol-3, 4, 5-trifosfato (PIP3), que es 
capaz de reclutar por una parte a Akt, y, por otra, a PDK1 (del inglés “phosphoinositide-
dependent kinase 1”) (Franke et al., 1997). En estas condiciones, la PDK1 fosforila a Akt 
en 2 residuos (Thr 308 y Ser 473) y la activa. Una vez activada, Akt es capaz de fosforilar 
a múltiples proteínas en residuos de serina o treonina, asumiendo un papel clave en 
distintos procesos celulares tales como el metabolismo de la glucosa, la proliferación 
celular o la supervivencia celular. De las múltiples proteínas que Akt es capaz de fosforilar 
en relación con la supervivencia celular, cabe destacar a BAD, caspasa-9 y GSK-3β. 
Además también se ha visto que está implicada en la ruta de señalización intracelular que 
desencadena un aumento de la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 (Arias et al., 
2004). 
La enzima GSK-3 (del ingles “glycogen synthase kinase”) existe en tres isoformas 
que son GSK-3α, GSK-3β y GSK-3β2 (Grimes & Jope, 2001). Su actividad se controla por 
fosforilación, así que puede ser reducida por la fosforilación de una Ser en la posición 9, o 
puede ser aumentada por una fosforilación en una Tyr en la posición 216 (Grimes & Jope, 
2001). Akt es capaz de fosforilar a GSK-3β en su posición Ser -9, inactivándola (Cross et 
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al., 1995). Por otro lado, determinadas tirosina cinasas como la ZAK-1 y Fyn o aumentos 
en las concentraciones de Ca2+ intracelular pueden activar la enzima a través de la 
fosforilación de la tirosina 216 y la proteína fosfatasa 2A (PP2A) a través de la 
defosforilación de la Ser 9 (Grimes & Jope, 2001). 
Otra cinasa que se relaciona con efectos neuroprotectores es ERK 1/2. Esta 
cinasa pertenece a la familia de las MAPK (del inglés “mitogen-activated protein kinases”). 
Para la activación de ERK 1/2 es necesaria la activación consecutiva de otras 3 cinasas 
de la ruta de señalización de las MAPKs: Ras-Raf-MEK1/2. Una vez activada, la MEK1/2 
(del inglés “MAP/ERK kinase 1/2”), fosforila los residuos de Thr y Tyr en la secuencia Thr-
Glu-Tyr de ERK 1/2 y la activa. Una vez activada, ERK 1/2 fosforila muchos sustratos, 
incluyendo factores de transcripción como CREB. Así, la activación de distintas rutas de 
señalización es necesaria para la prevención de la muerte neuronal, aunque no existe 




Figura 5. Señalización intracelular de cinasas activadas por nAChR de forma Ca2+ 





El objetivo general de esta tesis ha sido identificar cómo participan los diferentes 
subtipos de de receptores nicotínicos a la regulación de la homeostasis intracelular del 
calcio, el control de la liberación de catecolaminas y los fenómenos de  neuroprotección. 
A continuación se describen los objetivos parciales 
 
1.- 
• Caracterizar las señales de calcio mediadas por activación de receptores α7 y 
no-α7. 
Determinar la contribución de los receptores nicotínicos α7 y no-α7 a la 
regulación de los niveles de calcio intracelular y secreción de catecolaminas en 
células cromafines bovinas. 
• Determinar y caracterizar la modulación alostérica del receptor nicotínico α7. 
• Determinar la contribución de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, del 
reticulo endoplasmático y de la mitocondria en los incrementos de calcio 
citosólico mediado tras la activación de los receptores nicotínicos α7 y no-α7. 
• Estudiar cómo la activación estos receptores regula la secreción diferencial de 
adrenalina y noradrenalina. 
 
2.-  
• Determinar si la activación de los receptores nicotínicos α7, no-α7 y/o la 
modulación alostérica de los receptores α7 pueden proteger las células ante la 
toxicidad inducida por ácido okadaico. 
Determinar cual es la participación de los receptores nicotínicos α7 y no-α7 a 
los procesos de neuroprotección en un modelo de hiperfosforilación de tau en 
células de neuroblatoma SH-SY5Y. 
• Analizar las señales de Ca2+ intracelulares mediadas tras la activación de los 
distintos subtipos de receptores nicotínicos α7, no-α7. 
• Determinar la dependencia de Ca2+ en los fenómenos de protección asociados 
a cada subtipo de receptor. 
• Analizar las vías intracelulares de señalización que participan en los procesos 




IV.   MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
IV.1.   CULTIVOS CELULARES 
 
Para desarrollar los objetivos de esta tesis hemos empleado dos tipos 
celulares: (1) cultivos primarios de células cromafines bovinas y (2) la línea tumoral de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y. A continuación pasamos a describir sus 
características y condiciones de cultivo y mantenimiento. 
IV.1.1.   CÉLULAS CROMAFINES BOVINAS      
  
IV.1.1.a.   Origen y características 
 
Las células cromafines de las glándulas adrenales de los mamíferos presentan 
un gran parentesco con las neuronas simpáticas postganglionares (Douglas, 1968). 
Ambas derivan de la cresta neural y liberan catecolaminas en respuesta a la 
estimulación por ACh. Las semejanzas funcionales entre neuronas simpáticas y 
células cromafines son grandes. Estas células poseen CCVD de los subtipos L, N y 
P/Q (Garcia et al., 2006) y también presentan receptores de IP3 y receptores de 
rianodina.   
En estas células se han caracterizado receptores nicotínicos que contienen las 
subunidades α3 (Criado et al., 1992), α5 (Campos-Caro et al., 1997), α7 (Garcia-
Guzman et al., 1995) y β4 (Campos-Caro et al., 1997), las cuales pueden agruparse y 
formar distintos subtipos de nAChR.  
Las células cromafines bovinas además de poseer nAChR, (Douglas & Rubin, 
1961; Wilson & Kirshner, 1977; Barbara & Takeda, 1996) cuentan también con  
mAChR (Douglas & Rubin, 1961) sobre los que actúa la ACh liberada. Además, 
disparan potenciales de acción (Brandt et al., 1976; Kidokoro & Ritchie, 1980), poseen 
canales de Ca2+, Na+ y K+ sensibles a voltaje (Fenwick et al., 1982; Artalejo et al., 
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1987), exhiben facilitación de la corriente de Ca2+ por prepulsos despolarizantes 
repetidos (Fenwick et al., 1982; Hoshi et al., 1984), y emiten prolongaciones al co-
cultivarlas con astroglía (Uceda et al., 1995) o al exponerlas al factor de crecimiento 
nervioso (Unsicker et al., 1980). Y, al igual que las neuronas del sistema nervioso 
autónomo simpático, las células cromafines están controladas por nervios procedentes 
de la médula espinal. 
Ya desde 1977 se agruparon a las células neuroendocrinas con propiedades 
similares a las neuronas, y a las células nerviosas con características endocrinas, bajo 
el término de “paraneurona”. Aunque, en términos estrictos no son auténticas 
neuronas, se encuentran relacionadas con éstas en términos de estructura, función y 
metabolismo (Fujita, 1977). Las células cromafines pueden considerarse como 
paraneuronas ya que cumplen los siguientes requisitos: 
• Sintetizan neurotransmisores o productos relacionados con éstos (adrenalina, 
noradrenalina, dopamina, histamina y serotonina). 
• Poseen vesículas sinápticas y/o vesículas de secreción (donde se almacenan 
los neurotransmisores sintetizados). 
• Secretan, en respuesta a estímulos adecuados, neurotransmisores que 
actúan sobre receptores situados en la membrana celular. 
 En base a estos datos, y al hecho de que puedan ser aisladas y mantenidas en 
cultivo con facilidad (Livett, 1984), se justifica su empleo como modelo neuronal. 
Además, y debido a que son accesibles a los análisis bioquímicos, a que la conexión 
esplácnico-cromafín es sencilla ya que son esféricas y no tienen dendritas, mucho de 
lo que se conoce sobre la producción y la secreción de neurotransmisores cerebrales 





IV.1.1.b.   Preparación del cultivo primario de células cromafines bovinas 
 
Las glándulas adrenales de ganado bovino se obtienen de un matadero local y 
se transportan en solución Locke a pH 7,4 y 4ºC. Las células cromafines de la médula 
adrenal bovina se aislaron mediante un procedimiento previamente descrito (Almazan 
et al., 1984; Livett, 1984) con las modificaciones introducidas por Moro en 1990. Con 
este procedimiento se obtuvieron poblaciones de células cromafines mixtas, 
adrenérgicas (alrededor del 80%) y noradrenérgicas (alrededor del 20%). El recuento 
del número total de células se realizó en una cámara de Neubauer. 
Con el fin de eliminar al máximo la posible contaminación de células 
endoteliales, se realizó una siembra diferencial. Para ello, la suspensión de células 
recién aisladas se depositó en placas Petri de 15 cm de diámetro durante 30 minutos. 
Transcurrido este tiempo se recogió el sobrenadante conteniendo, mayoritariamente, 
las células cromafines. Las células se sembraron en medio Eagle modificado por 
Dulbecco (DMEM), suplementado con 10% de suero bovino fetal, antibióticos (50 UI/ml 
de penicilina y 50 μg/ml de estreptomicina) e inhibidores del crecimiento de células 
endoteliales (5-fluoro-2-deoxiuridina 10 μM arabinósido de citosina 10 μM, y L-leucina 
metil éster 10 μM). 
Las células se mantuvieron en una estufa a 37ºC en atmósfera de aire (95%) y 
CO2 (5%), saturada de humedad. A las 24 horas, el medio de cultivo se sustituyó por 
DMEM nuevo sin suero, suplementado con antibióticos. En adelante se renovó cada 
tres días; de este modo las células se pudieron mantener en buenas condiciones 
durante al menos una semana. Los experimentos se realizaron entre los días 1 y 4 
después del aislamiento, momento en el que las células estaban en un estado óptimo 





IV.1.2.   CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO SH-SY5Y 
 
El uso de líneas celulares para el estudio de funciones neuronales se ha 
convertido en los últimos años en una alternativa a los cultivos primarios neuronales. 
La línea celular SH-SY5Y constituye un sistema ampliamente utilizado para el estudio 
de mecanismos de muerte neuronal y la identificación de nuevos compuestos 
neuroprotectores.  
 
IV.1.2.a.   Origen y características  
 
Las células de neuroblastoma humano de la línea SH-SY5Y son derivadas de 
neuronas simpáticas, que sintetizan y almacenan noradrenalina (Biedler et al., 1973). 
La secreción de este neurotransmisor está mediada por Ca2+ en respuesta a estímulos 
despolarizantes, muscarina, nicotina o bradiquinina (Vaughan et al., 1993a; Vaughan 
et al., 1993b). Estas células poseen CCDV de los subtipos L y N (Morton et al., 1992; 
Reeve et al., 1994) y no se ha demostrado la funcionalidad de CCDV de tipo P/Q 
(Kukkonen et al., 1997). También presentan receptores de IP3 y receptores de 
rianodina (Mackrill et al., 1997; van Acker et al., 2000). Además, mediante mecanismos 
acoplados a fosfolipasa C e IP3 liberan Ca2+ del retículo endoplasmático (Mei et al., 
1989; Roberts et al., 2001).  
En esta línea celular se han caracterizado receptores nicotínicos formados por 
las subunidades α3, α5, α7, β2 y β4 (Peng et al., 1994; Gentry & Lukas, 2002), las 
cuales pueden agruparse y formar distintos subtipos de nAChR. En estudios de 
inmunoprecipitación se ha demostrado que en las células SH-SY5Y, el 56% de los 
receptores del subtipo α3 contienen también la subunidad β2 (Gerzanich et al., 1998). 
También se han descrito en estas células receptores nicotínicos del subtipo α7 (Ridley 





IV.1.2.b.   Cultivo y mantenimiento de la línea celular 
 
Las células SH-SY5Y se mantuvieron en cultivo en monocapa en una botella de 
75 cm2 con tapón ventilado (Iwaki). El medio de cultivo utilizado fue DMEM con alta 
concentración de glucosa (4500 mg/l) (GIBCO-Invitrogen), enriquecido con un 10% de 
suero bovino fetal (GIBCO-Invitrogen), 2 mM de L-Glutamina (GIBCO-Invitrogen), 
aminoácidos no esenciales (en g/l: 8,9 Ala, 13,2 Asn, 13,3 Asp, 14,7 Glu, 7,5 Gly, 11,5 
Pro y 10,5 Ser; GIBCO-Invitrogen) y antibióticos (50 UI/ml de penicilina y 50 µg/ml de 
estreptomicina; GIBCO-Invitrogen). Los cultivos celulares se mantuvieron en un 
incubador a 37ºC, con una atmósfera de aire (95%) y CO2 (5%), saturada de humedad. 
El medio de cultivo se sustituyó cada 2 días por medio de cultivo fresco, y cuando las 
células alcanzaban confluencia (70-80%), se despegaban añadiendo tripsina-EDTA, 
para dividir el número total de células en varias placas de cultivo. Los pases se 
realizaron en una proporción 1:3 y las células se utilizaron entre los pases 4 a 13. 
Para su almacenamiento y conservación, las células se congelaron en N2 
líquido (-173ºC) en DMEM con un 5% de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma). 
 
IV.2.   DETERMINACIÓN DE SEÑALES DE Ca2+ INTRACELULARES 
 
 
IV.2.1.   MEDIDA DE SEÑALES DE [Ca2+]c MEDIANTE SONDAS FLUORESCENTES 
EN POBLACIONES CELULARES. 
 
Las células SH-SY5Y o cromafines bovinas se sembraron en placas negras de 
96 pocillos. Las células SH-SY5Y se sembraron de forma que la densidad el día en 
que se realizaban las medidas era de aproximadamente 200.000 células por pocillo. 
Las células cromafines bovinas se sembraron a una densidad de 100.000 células por 
pocillo. Ambos tipos celulares se cargaron con la sonda Flúo-4-AM durante 1h a 37°C 
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en Krebs-HEPES (140mM NaCl, 5,6mM KCl, 1,2mM MgCl2, 2mM CaCl2, 10mM 
HEPES, 11mM D-glucosa pH 7,4). A continuación, se lavaron las células con Krebs 
HEPES durante 15 minutos dos veces. En el último lavado se incubaron los diferentes 
tratamientos según el protocolo experimental. Las placas se midieron en un lector de 
fluorescencia FLUOstar Optima (BMG, Alemania) a una longitud de onda de excitación 
y de emisión de 485 y 520 nm, respectivamente. Este equipo permite inyectar los 
agonistas nicotínicos y hacer un curso temporal de las variaciones de fluorescencia. 
Según los experimentos, la fluorescencia se registró durante 10 segundos o 5 minutos 
Al final del experimento, se añadieron 75 μl de tritón al 5% para la obtención de la 
fluorescencia máxima en cada pocillo (Fmax) y después 50 μl de MnCl2 1 M para la 
obtención de la fluorescencia mínima (Fmim). Con los datos obtenidos aplicamos la 
fórmula [F (fluorescencia registrada) – F0]/ (Fmax-Fmin). Siendo F0 el punto de 
fluorescencia menor obtenido a lo largo de toda la medida. 
 
IV.2.2.   MEDIDA DE SEÑALES DE Ca2+ CITOSÓLICO Y MITOCONDRIAL MEDIANTE 
EL EMPLEO DE AEQUORINAS.  
 
Las células cromafines bovinas se sembraron en cubres a una densidad de 
500.000 células en placas de 24 pocillos. Para que expresaran las aequorinas dirigidas 
al citosol y la mitocondria, las células fueron infectadas con adenovirus (Rizzuto et al., 
1992; Rizzuto et al., 1995) que contienen en su genoma la secuencia que codifica para 
estas proteínas. Los adenovirus se prepararon según describió Santodomingo en 
2008. Las células se infectaron el día posterior a la siembra y las medidas de Ca2+ se 
realizaron entre las 48-72 h posteriores al proceso de infección. Para la reconstitución 
de las aequorinas, las células se incubaron con 1 μM de coelenterazina durante 1-4 h 
en medio Krebs-HEPES.  
Las células se introdujeron en una cámara de perfusión acoplada a un 
luminómetro, a 37ºC, donde comenzaron a realizarse las medidas de Ca2+ mediante la 
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aplicación de pulsos consecutivos de agonistas nicotínicos. La transformación de los 
valores de  luminiscencia obtenidos a [Ca2+]c o [Ca2+]m se determinó mediante el uso 
del algoritmo descrito por Barrero en 1997 . 
 
IV.3.   DETERMINACIÓN DE LA SECRECIÓN DE CATECOLAMINAS 




Las células cromafines bovinas se sembraron en placas de 12 pocillos a una 
densidad de 500.000 células/pocillo. Se pre-incubaron con los antagonistas el 
modulador o con la solución control Krebs-HEPES durante 5 minutos y, a continuación, 
se estimularon con  los agonistas nicotínicos durante 30 segundos. Cada variable se 
hizo por duplicado. Se recogió el medio extracelular que contenía las catecolaminas 
secretadas por la acción de los distintos agonistas, el cual se analizó en un 
cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC, Agilent Technologies 1200 series) 
usando un gradiente electroquímico (BIORAD modelo 1640). Se utilizó una columna 
C18 en fase reversa (ZORBAX Eclipse XDB, Agilent Technologies), por la que se eluyó 
una fase móvil (pH 4; 0,1M acetato de sodio, 0.1 M ácido cítrico, 0.7 mM octylsulfato 
sódico y 0.57mM EDTA con 10% v/v de metanol). El sistema se diluyó continuamente 
con la fase móvil que se recicló en un reservorio y se usó durante más de una semana. 
La velocidad del flujo fue de 1ml/min con una presión de 2200 psi. Los potenciales de 
los electrodos de referencia frente a H2/H+ fueron: el electrodo condicionado 0.4V; 
electrodo pre-oxidado +0,10V; electrodo de trabajo +0,35V 
La concentración de adrenalina y noradrenalina se calculó mediante una curva 
de calibrado. Los cromatogramas fueron recolectados y procesados con el Clinical 








IV.4.   EVALUACIÓN DEL EFECTO PROTECTOR 
 
Uno de los motivos que dificultan la evaluación y búsqueda de fármacos 
eficaces a nivel de experimentación básica en el estudio de la EA es la inexistencia de 
un modelo que remede de forma fidedigna su origen multifactorial. En el caso de los 
estudios in vitro son claves para que los resultados obtenidos tengan cierta validez, el 
tipo de cultivo celular, los agentes citotóxicos, y el protocolo de aplicación del 
tratamiento utilizado. 
IV.4.1.   ESTÍMULO CITOTÓXICO: ÁCIDO OKADAICO 
 
El empleo del ácido okadaico (AO) como inductor de muerte celular se 
considera un modelo in vitro de hiperfosforilación de τ   que reproduce características 
histopatológicas de la EA. En células SH-SY5Y, la incubación con 30 nM de AO 
ocasiona una disminución de la actividad de las fosfatasas PP-1 y PP-2A en un 60% y 
100% respectivamente en aplicación aguda (Tanaka et al., 1998) .  
El AO aumenta la fosforilación de τ en Ser-396/404 (sitio de fosforilación de 
GSK-3β) e induce muerte celular parcialmente por la desestabilización de los 
microtúbulos de tubulina del citoesqueleto (Tanaka et al., 1998). Este sitio de 
fosforilación también se da en neuronas y células de neuroblastoma tratadas con 
fibrillas de Aβ (Busciglio et al., 1995), péptido Aβ 25-35 (Shea, 1997) y Aβ 1-40 (Lee et al., 
1997) 
La desestabilización de los microtúbulos y la consecuente disminución del 
transporte axoplásmico se cree que es el responsable de la degeneración retrógrada 
(Alonso et al., 1994; Alonso et al., 1997)  y la muerte de las neuronas en pacientes de 
EA.  
Por otro lado, la defosforilación de  τ in vitro por las fosfatasas PP-2A y PP1 
hace que τ recupere su actividad biológica (Gong et al., 1994; Wang et al., 1995). 
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IV.4.2.   PROTOCOLOS DE APLICACIÓN DE LOS TRATAMIENTOS 
 
Para determinar las acciones neuroprotectoras de los agonistas nicotínicos, 
éstos se pre-incubaron 24 horas antes de exponer las células al estímulo tóxico (AO 30 
nM durante 16 horas). Durante el estímulo tóxico el agonista no estaba presente. 
Asimismo, para determinar el tiempo mínimo necesario para que los agonistas 
produjeran su máxima neuroprotección éstos se incubaron 5 minutos, 1 hora, 4 horas y 
24 horas. A continuación, se retiró el agonista y se añadió DMEM hasta completar 24 








Figura 6. Protocolo experimental empleado para evaluar el tiempo de incubación 










IV.4.3.   MEDIDA DE LA ACTIVIDAD LÁCTICO DESHIDROGENASA COMO 
PARÁMETRO DE MUERTE CELULAR. 
 
Cuantificamos la actividad enzimática de la láctico deshidrogenasa (LDH) 
liberada a la solución de incubación como marcador general del daño celular (Koh & 
Choi, 1987) (Fig. 7). 
Uno de los parámetros generales que definen la muerte celular está 
relacionado con la pérdida de la integridad de la membrana plasmática. La LDH es una 
enzima citoplásmica estable que, ante un daño en la membrana celular, sale al medio 
externo. De ésta forma podemos realizar una medida indirecta del estado del cultivo, 
comparando la actividad de la LDH liberada en el medio extracelular con respecto a la 
LDH intracelular que permanece en las células viables. Este segundo parámetro lo 
obtenemos  sustituyendo el medio de cultivo por otro medio que contiene Tritón-X100 
al 1% durante 30 minutos para asegurar la liberación total de la LDH que permanecía 
en las células no dañadas.  
La valoración de esta enzima se ha realizado mediante un kit comercial 
(Cytotoxicity detection kit-LDH; Roche). Para ello, las células se sembraron en placas 
de plástico estériles de 48 pocillos (100.000 células/pocillo), se mantuvieron en el 
incubador durante 24 horas antes de iniciar el experimento, tiempo suficiente para 
facilitar la adhesión de las células a la superficie de cultivo. Posteriormente, siguiendo 
el protocolo, se expusieron a los diferentes tratamientos. Las muestras se analizaron 
colorimétricamente en un lector de placas (Labsystems iEMS Reader MF), empleando 
el filtro adecuado (490 nm) y obteniendo los valores de absorbancia mediante el 
programa DeltaSOFTII Versión 3.71 EMS. La muerte celular se expresa como el % de 
LDH liberada al medio extracelular respecto de la LDH total (LDHe+LDHi). 
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Figura 7: Principio del ensayo de detección de citotoxicidad a través de la 
valoración indirecta de la actividad de la enzima LDH. 
 
 
IV.5.     DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS POR 
EL  MÉTODO DE WESTERN BLOT  
 
 
Realizamos mediante western-blot la cuantificación de los cambios en la 
fosforilación y expresión de proteínas. Los lisados celulares se obtuvieron de cultivos 
sembrados en placas de 48 pocillos a una densidad de 100.000 células/pocillo. Una 
vez finalizado el tratamiento correspondiente en cada caso por cuadriplicado, se 
despegaron las células y se centrifugaron a 1500 r.p.m durante 10 minutos. A 
continuación se disolvió el pellet en tampón de lisis (NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM pH 
7,5, NP-40 1%, SDS 0,1%, deoxicolato sódico 0,2%) con inhibidores de proteasas 
(Complete cocktail tablets, Roche). Se incubaron durante 30 minutos a 4ºC y 
centrifugamos a 12000 xg en microcentrífuga (ALC 4224) durante 2 minutos. Se 
recogió el sobrenadante, que contenía las proteínas solubilizadas por el tampón de 
lisis, y se determinó la concentración de proteínas totales (BCA Protein Assay Kit; 
Pierce). 
Para realizar la electroforesis de proteínas seguimos un método ampliamente 
descrito (Laemmli, 1970). Se utilizaron geles de SDS-poliacrilamida concentradores del 
3% y geles separadores de poliacrilamida de porcentaje variable (6, 8, 10%), en 
función del peso molecular de las proteínas a analizar. Como tampón de carga: Tris-
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HCl 25 mM pH 6,8, DTT 7%, SDS 2%, glicerol 10%,  azul de bromofenol 0,01%. 
Utilizamos marcadores de peso molecular coloreados ColorBurstTM de Sigma-Aldrich. 
Posteriormente se realizaron los experimentos de transferencia e inmunomarcado. 
Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF (Amersham) durante 
2h a 4ºC con una corriente de 70 mA. Se saturó la membrana durante 2h con BSA al 
5% en TBS-T (10mM Tris, pH 7.4; 150mM NaCl; 0.2% Tween-20), con objeto de 
bloquear uniones inespecíficas.  
Las membranas se incubaron posteriormente durante 2 horas con los distintos 
anticuerpos primarios específicos diluidos en TBS-T con BSA al 0,5% : Anti-P-Tyr-211-
JAK-2, Anti-JAK-2, Anti-P-Thr-308-Akt, Anti-Akt, Anti-P-Ser-9-GSK3-β, Anti-P-Tyr-216-
GSK3β y Anti-GSK-3β a 1:1000 de Cell signaling (Izasa S.A., Barcelona, Spain), Anti-
Thr-202/Tyr-204-P-ERK y ERK 1/2 a (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology Inc. 
Heidelberg, Alemania), Anti-β-actina a 1:100.000 de SIGMA (Madrid, España); Anti-P-
Ser-396/404-Tau y Anti-Tau a 1:1000 facilitados por Jesús Ávila. 
Las membranas se lavaron tres veces en TBS-T y se incubaron 1 h a 
temperatura ambiente con los respectivos anticuerpos secundarios unidos a 
peroxidasa (Anti-ratón conjugado con peroxidasa; Santa Cruz (1:10000); Anti-conejo 
conjugado con peroxidasa; Santa Cruz (1:10000) diluidos en TBS-T con BSA al 0,5%.  
Finalmente se empleó un método quimioluminiscente para el revelado en el 
cual la peroxidasa cataliza la oxidación del reactivo luminol en presencia de H2O2 
(ECL; Amersham). 
La cuantificación de bandas se realizó mediante densitometría usando el 







IV.6.   ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
 
 
Los resultados que se recogen en este trabajo se expresan como la media ± 
error estándar de la media (s.e.m.). Para analizar el efecto de los distintos tratamientos 
se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) de una vía; posteriormente los datos se 
compararon mediante el test post-hoc (Newman-Keuls). Estos cálculos se realizaron 
con el programa GraphPad Prism versión 5. Se consideraron estadísticamente 
significativos los resultados con p menor de 0,05. 
Los estudios obtenidos en los experimentos de aequorinas, se utilizó una t de 
Student para determinar las diferencias estadísticas entre grupos. Igualmente se 
consideraron estadísticamente significativos los resultados con p menor de 0,05. 
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V.  RESULTADOS 
 
V.1.    CARACTERIZACIÓN DE SEÑALES DE Ca2+ INTRACELULARES Y 
SECRECIÓN DE CATECOLAMINAS MEDIADAS POR nAChR α7 y no-α7 
EN LA CÉLULA CROMAFÍN BOVINA. 
 
Hemos empleado diversos agonistas y antagonistas de los nAChR en células 
cromafines bovinas cargadas con la sonda fluorescente sensible a Ca2+ Fluo-4 o 
transfectadas con una aequorina dirigida al citosól que, tras unir Ca2+, emite luz. Los 
niveles de catecolaminas liberadas al medio extracelular se han detectado mediante 
HPLC. Los resultados obtenidos se describen a continuación: 
 
V.1.1.   SEÑALES DE Ca2+ INTRACELULARES INDUCIDAS POR NICOTINA Y              
5IA85380: LA RESPUESTA NO-α7. 
 
En primer lugar realizamos curvas concentración-respuesta con los agonistas 
nicotínicos nicotina y 5-Iodo-A-85380 (5IA85380), en células cromafines cargadas con la 
sonda fluorescente sensible a Ca2+ Flúo-4, para evaluar aumentos de Ca2+ intracelulares. 
Como muestra la figura 8C, la nicotina (0,03 a 100 μM) produjo incrementos de la 
fluorescencia dependientes de la concentración del agonista con un valor de  EC50 de 
3,73±0,71μM. Cuando las células se pre-incubaron con el antagonista selectivo α7, α-
bungarotoxina (BGT), las señales de Ca2+ inducidas por nicotina no se vieron modificadas 
(Fig. 8C). Sin embargo, al pre-incubar las células con el antagonista inespecífico 
mecamilamina, las señales de Ca2+ inducidas por nicotina se bloquearon por completo.  
Con el propósito de corroborar estos resultados, a continuación medimos las 
señales de Ca2+ inducidas por concentraciones crecientes del agonista nicotínico 
5IA85380. Este agonista presenta gran afinidad por los subtipos de receptores nicotínicos 
α4β2 y α6β2 (ver Introducción T abla I). En células cromafines bovinas, se puede 
descartar la presencia de los subtipos β2, ya que ésta subunidad no ha sido identificada 
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en este modelo. Por tanto, el 5IA85380 estaría estimulando preferentemente al subtipo 
α3β4* con una afinidad cinco veces superior al del subtipo α7 (Mukhin et al., 2000). El 
5IA85380 produjo un incremento de la fluorescencia a medida que aumentaba la 
concentración de agonista (0,003-3 μM) con una EC50 de 0,11±0,01μM. (Fig. 8D) 
         
Figura 8. Señales de Ca2+ intracelulares inducidas por nicotina y 5IA85380 en células 
cromafines bovinas cargadas con la sonda Flúo-4. En la parte superior de la figura se muestran 
registros representativos de fluorescencia inducidos por nicotina a 3 μM (A) y 5IA85380 a 100 nM 
(B) medidos durante 10 s de estimulación continua de agonista solo o en células preincubadas y 
coincubadas durante 15 min con BGT 100 nM o mecamilamina 30 μM. (C) Representa la media de 
los picos máximos de fluorescencia a concentraciones crecientes de nicotina (0,03-100 μM) sola 
(cuadrados) o pre-incubadas durante 15 minutos con BGT (triángulos) o mecamilamina (círculos). 
(D) Representa el mismo protocolo usado para la fig. C cuando las células fueron estimuladas con 
el agonista nicotínico 5IA85380 (0,003-3 μM). Cada punto representa la media ± el s.e.m. de cinco 
experimentos independientes. Las diferencias significativas con respecto al agonista solo se 
estimaron de la siguiente forma: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
 
Al igual que la nicotina, las respuestas inducidas por el agonista 5IA85380 no se 
modificaron por BGT pero se bloquearon por completo con mecamilamina (Fig. 1B y D). 
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Las figuras 8 A y B muestran registros representativos de las señales de Ca2+ 
inducidas por nicotina (3 μM) y 5IA85380 (100 nM) a concentraciones próximas a sus 
respectivas EC50.  
En conjunto, estos resultados indican que estos dos agonistas están estimulando 
receptores nicotínicos del subtipo no-α7. 
 
V.1.2.   SEÑALES DE Ca2+ INTRACELULARES MEDIADAS POR LOS AGONISTAS α7  
SELECTIVOS, PNU282987 Y COLINA. 
 
Dado que los agonistas nicotínicos nicotina y 5IA85380, por sí solos, no parecían 
producir señales de Ca2+ mediadas por activación de nAChR α7 en este modelo, 
decidimos utilizar agonistas selectivos de este subtipo para poder estudiar sus 
características farmacológicas y funcionales.  
En primer lugar se realizó una curva concentración-respuesta para el agonista 
PNU282987 (Fig. 9A). Este agonista, presenta una gran afinidad por el subtipo α7 (Hajos 
et al., 2005) e incluso produce un ligero bloqueo de la activación del subtipo α3β4 (ver 
Introducción Tabla I).  
A concentraciones menores de 100 μM, el PNU282987 no produjo señales de 
Ca2+ significativas; sin embargo, a la concentración de 100 μM sí que fue capaz de inducir 
una señal de Ca2+ que no se bloqueó por BGT pero sí por mecamilamina.  
Dados los resultados obtenidos con PNU282987, decidimos utilizar otro agonista 
selectivo α7, la colina (Alkondon et al., 1997). La colina por sí sola no produjo un aumento 
en la fluorescencia a concentraciones inferiores a 1 mM, sin embargo, a partir de esta 
concentración, comenzó a producir una señal de Ca2+ intracelular medible, que se 
bloqueó por mecamilamina pero no por BGT (Fig. 9B). Por tanto, los resultados fueron 
similares a los obtenidos con el PNU282987 e indican que a altas concentraciones, los 
agonistas selectivos α7 (PNU282987 y colina) se hacen inespecíficos actuando sobre 
receptores no-α7.  
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Figura 9. Medidas de Ca2+ intracelulares inducidas por los agonistas selectivos α7 
PNU282987 y colina. Las células se cargaron con la sonda Fluo-4 y después fueron estimuladas 
con concentraciones crecientes del agonista selectivo α7 (A) PNU282987 (1-100 μM) o (B) colina 
(1-1000 μM). El antagonista mecamilamina (mec 30 μM) o BGT (100 nM) se pre-incubaron 15 min 
antes de la inyección de los agonistas. Los datos representan la media ± s.e.m. de al menos 4 
experimentos de cultivos diferentes por triplicado. **p < 0.01, ***p < 0.001: respecto de las restantes 
concentraciones de agonista; #p < 0.05, ###p < 0.001: respecto del agonista a la misma 
concentración.  
 
V.1.3.   El MODULADOR ALOSTÉRICO SELECTIVO α7 POTENCIA LAS SEÑALES  DE 
Ca2+ INTRACELULARES MEDIADAS POR BAJAS CONCENTRACIONES DE 
PNU282987 Y COLINA: LA RESPUESTA α7 
 
Puesto que los agonistas α7 no producían “per se” una señal de Ca2+ sensible a 
BGT, utilizamos el modulador alostérico positivo α7, e l PNU120596 (Hurst et al., 2005), 
con el objeto de evaluar si éste podría potenciar las señales mediadas por los agonistas 
nicotínicos α7.  
En la figura 10A se muestra un registro representativo de señales de fluorescencia 
medida en células estimuladas con una concentración de PNU282987 (10 μM) que no 
produjo efecto (Fig. 9 A). Obsérvese como la señal de fluorescencia se ve enormemente 
incrementada en presencia del modulador alostérico y, como dicha potenciación se 
bloquea por completo por BGT (Fig. 10 A). Tal como se demuestra en la figura 10B, el 
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modulador alostérico potenció de forma concentración dependiente la respuesta mediada 
por el agonista α7 PNU282987 (10 μM), con una EC50 de 0,89±0,14μM.  
 
            
Figura 10. El modulador alósterico selectivo PNU120596 potencia la señal de Ca2+ mediada 
por estimulación del nAChR α7.  (A) Muestra un registro representativo de PNU282987 a 10 μM 
en células que fueron pre-tratadas durante 15 minutos con el modulador alostérico selectivo α7 
PNU120596 a 1 μM. A esta concentración de agonista , que no induce señales de Ca2+ medibles 
(figura 2 A), el modulador fue capaz de incrementar el Ca2+ intracelular significativamente y esta 
potenciación de la señal se bloqueó por completo con BGT. (B) Muestra la curva concentración-
respuesta de PNU120596 (0,1-30 μM) a una concentración fija de PNU282987 10 μM. Las células 
control fueron incubadas durante 15 minutos con el mismo porcentaje de DMSO que el aportado 
por la solución del PNU120596. La incubación con BGT bloqueó por completo la respuesta 
PNU282987+PNU120596 a todas las concentraciones usadas. Los datos representan la media ± 
s.e.m. de 4 experimentos de cultivos diferentes por triplicado. Diferencias significativas respecto de 
PNU282987+PNU120596: ***p < 0.001. 
 
A continuación, realizamos curvas concentración-respuesta de los agonistas α7 
PNU282987 y colina en células pre-incubadas con una concentración fija del modulador 
alostérico PNU120596 a 1μM,  concentración cercana a su EC50. Como puede observarse 
en la figura 11 A, en células pre-tratadas con el modulador alostérico, la respuesta 
inducida por concentraciones inferiores a 100 μM de PNU282987 fueron potenciadas de 
forma significativa, con máximos de 12 veces respecto a la señal del agonista solo. Dicha 
potenciación fue bloqueada por completo por BGT. Sin embargo, cuando el PNU282987 
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(100 µM) produjo una señal de Ca2+ medible, la potenciación mediada por el modulador 
alostérico disminuyó y, esta menor potenciación se bloqueó con BGT hasta los niveles del 
agonista sólo, corroborando que la señal inducida por el PNU agonista sin modulador está 
mediada por nAChR no-α7.  
También realizamos experimentos similares con el agonista selectivo α7 endógeno  
colina. Tal como se muestra en la figura 11 B, la colina mostró un comportamiento muy 
parecido al PNU282987. Así, a una concentración subefectiva (100 µM), que por sí sola 
no producía incrementos significativos de fluorescencia, en presencia del modulador 
alostérico ocasionó una gran potenciación de la señal; dicha potenciación se bloqueó 
completamente por BGT. Al incrementar la concentración de colina, la potenciación 
inducida por el modulador alostérico disminuyó en la misma proporción que el bloqueo 
por BGT. 
            
            
Figura 11. Señales de Ca2+ inducidas por nAChR α7: dependencia de la concentración de 
agonista. Curva concentración-respuesta de (A) PNU282987 (0,003-100 μM) y  (B) colina (1 μM-
10 mM) en presencia y ausencia del modulador alostérico PNU 120595 (1 μM).  Los datos 
representan la media ± s.e.m. de 4 cultivos diferentes de células por triplicado. Diferencias 
significativas respecto del agonista más el PNU120596: **p < 0.01; ***p < 0.001. 
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En conjunto, estos resultados indican que para observar señales significativas de 
Ca2+ intracelulares mediadas por nAChR del subtipo α7 se requiere de la presencia de 
un modulador alostérico y bajas concentraciones de agonista.  
 
V.1.4.   CONCENTRACIONES BAJAS DE NICOTINA EN PRESENCIA DEL MODULADOR 
ALOSTÉRICO α7 PNU120596 PRODUCEN SEÑALES DE Ca2+ SENSIBLES A 
BGT.  
 
Dado que aquellas concentraciones de agonista α7 que no producían señales de 
Ca2+ significativas fueron potenciadas en presencia del modulador alostérico, decidimos 
ver si las respuestas de nicotina podrían también potenciarse por el modulador. 
La pre-incubación de las células con el modulador, potenció las señales de Ca2+ 
inducidas por concentraciones bajas (0,3 y 1 μM) del agonista nicotínico nicotina; dicha 
potenciación fue inhibida por BGT (Fig. 12 A y C). Sin embargo, a concentraciones 
mayores de 1 μM, la potenciación modulada por el PNU120596, no fue estadísticamente 
significativa y, tampoco se bloqueó por BGT (Fig. 12 B y C).  
Estos resultados sugieren que la nicotina puede ejercer un efecto dual. A bajas 
concentraciones y en presencia del modulador alostérico puede mediar señales de Ca2+ 
por activación de receptores nicotínicos α7. Y, a concentraciones mayores, la 
potenciación modulada por el PNU120596 comienza a disminuir y, la nicotina induciría 
incrementos de Ca2+ citosólico, predominantemente, por la activación de nAChR del 




                     
 
Figura 12. Efecto dual de nicotina sobre nAChR α7 y no-α7. (A) Registros representativos de 
medidas de Ca2+ citosólico en células estimuladas con una baja concentración de nicotina (1 μM); 
esta respuesta fue potenciada por PNU120596 (1 μM) y a su vez bloqueada completamente por 
BGT 100 nM: una respuesta α7. (B) Experimentos similares pero a una concentración mayor de 
nicotina (30 μM). En este caso, la respuesta nicotínica no se modificó por PNU120596 o BGT: una 
respuesta no-α7. (C) Curva concentración-respuesta de nicotina sola (control) o de células pre-
incubadas con PNU120596 (1 μM) o PNU120596 (1 μM) más BGT (100nM). Los d atos 
representan la media ± s.e.m. de 5 a 10 cultivos celulares distintos por triplicado. *p < 0.05: 
respecto del control, #p < 0.05: respecto de nicotina más PNU120596. ANOVA de una vía y test de 
Newman-Keuls.  
 
V.1.5.   EFECTOS DE LOS ANTAGONISTAS BGT, MLA Y MECAMILAMINA SOBRE LAS 
SEÑALES DE Ca2+ MEDIADAS POR nAChR α7 Y NO-α7.  
 
Para ahondar más en el conocimiento de la participación de ambos subtipos de 
nAChR en las señales de Ca2+ intracelulares, analizamos parámetros como el área 
debajo de la curva en presencia de distintos antagonistas selectivos α7 y no- α7 en 
células cargadas con la sonda Fluo-4. La figura 6 A y B muestra registros representativos 
del bloqueo por BGT, MLA y mecamilamina frente a la respuesta α7 (13 A) y no-α7 (13 B), 
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respectivamente. El antagonista competitivo irreversible BGT, produjo un bloqueo total de 
la respuesta α7 a lo largo de todo el tiempo de registro. Sin embargo, el bloqueo del 
antagonista competitivo reversible MLA fue total durante los 10 primeros segundos de la 
inyección del PNU282987, sin embargo a medida que aumentaba el tiempo disminuyó el 
bloqueo. Este efecto se ve reflejado en una menor reducción del área bajo la curva 
producido por MLA (70,43±8,63 %) con respecto la ocasionada por BGT (95,57±3,38 %) 
(Fig. 13 C). El bloqueo inducido por mecamilamina fue de 78,27±14,11% en el caso de la 
respuesta α7 y de 97,59±10,77% en la no-α7 (Fig. 13 C y D).  
 
Figura 13. Comportamiento de distintos antagonistas frente a la señal de Ca2+ inducida por 
nAChR α7 y no-α7. (A) Registro representativo de la señal de Ca2+ inducida por PNU282987 10 
μM solo (control) o en presencia del PNU120596 1μM; y éste en presencia de MLA 100 nM, BGT 
100 nM o mecamilamina 30 μM. (B) Registro representativo de la señal de Ca2+ inducida por 
nicotina 10 μM en presencia de los mismos antagonistas de figura (A). Las figuras C y D muestran 
la media del área debajo de la curva de los trazos de fluorescencia normalizados respecto a (C) 
PNU282987+PNU120596 y (D) nicotina. Los datos representan la media ± s.e.m. de 4 cultivos 
diferentes por triplicado. ***p < 0.001: respecto de PNU282987 (C) respecto de nicotina (D), 
###p < 0.001: respecto de PNU282987+PNU120596.  
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En el caso de la respuesta no-α7 y al igual que en experimentos mostrados 
anteriormente, tanto MLA como BGT no produjeron una modificación de la respuesta, sin 
embargo mecamilamina fue capaz de abolir, casi por completo, la entrada de Ca2+ 
inducida por este subtipo de nAChR (Fig. 13 B y C). 
 
V.1.6.   DESENSIBILIZACIÓN DE LA SEÑAL DE Ca2+ MEDIADA POR nAChR α7.  
 
Dado que el nAChR α7 se caracteriza por su rápida desensibilización (Olale et al., 
1997) nos planteamos estudiar si este era el caso en nuestras condiciones 
experimentales. En este sentido, diseñamos experimentos para determinar si se producía 
una desensibilización dependiente de la concentración del agonista tal como se ha 
descrito previamente (Fatt, 1950; Katz & Thesleff, 1957). Para ello, medimos las señales 
de Ca2+ intracelulares, con la sonda Fluo-4, tras estimular las células con concentraciones 
crecientes de PNU282987 (1-100 μM) en presencia del modulador alostérico 1 μM 
durante 5 minutos. Al aumentar la concentración del agonista, la señal α7 diminuyó. Dado 
que en estas condiciones, algunas de las respuestas pueden ser una combinación de α7 
y no-α7 (Fig. 11 A), para determinar las señales puramente α7, se restaron a los trazos de 
fluorescencia obtenidos por ambos PNU, los trazos obtenidos por estos en presencia de 
BGT (señal no-α7); esto se realizó con cada una de las concentraciones de agonista para 

























Respuesta pura α7  
Figura 14. Trazos representativos de los incrementos de fluorescencia mediados por 
respuestas α7 puras a concentraciones crecientes de PNU282987 más PNU120596. Para 
obtener la respuesta α-7 neta, se restaron las respuestas no-α7 (PNU282987 1-
100μM+PNU120596 1μM+BGT 100nM) a las α7 (PNU282987 1-100μM+ PNU120596 1μM).  
 
Una vez restado a los trazos la respuesta no-α7, se analizaron en estos registros 
el pico máximo, la τact y la τinac. El pico máximo de las señales de Ca2+ disminuyó a 
medida que aumentó la concentración de agonista y estos resultados se correlacionaron 
con la reducción de la τact y la τinac (ver Tabla IV). 
 
Tabla IV: Representa las medias de las constantes de activación (τon), e inactivación (τoff) y 
el valor de los picos máximos de los trazos de fluorescencia de la respuesta α7 neta. Para la 
obtención de las señales α7 puras se realizaron los cá lculos explicados en la figura 14. Una vez 










1 μM 7.51±1.18 67.46±16.22 16.49±2.77 
10 μM 4.34±0.24 64.32±14.33 15.63±2.73 
30 μM 4.00±0.70 51.51±13.53 12.46±1.84 





Otro método para analizar la desensibilización de un receptor, se basa en el 
cálculo de la disminución de respuesta inducida por un segundo pulso en experimentos 
de pulsos consecutivos de agonista. Debido a que la técnica de medidas de Ca2+ en 
placas no permite este tipo de experimentos, recurrimos a la técnica de medidas de Ca2+ 
en poblaciones celulares que expresan aequorinas dirigidas al citosol. Este método 
permite la medida de Ca2+ en el citosol tras estímulos consecutivos en poblaciones 
celulares y, la determinación de la concentración de Ca2+ mediante la utilización de un 
algoritmo (ver materiales y métodos).  
Empleando este sistema de perfusión y registro de Ca2+ intracelular, expusimos 
las células cromafines a pulsos intercalados de concentraciones supramáximas de 
PNU282987 (10μM) + PNU120596 (10μM) y nicotina 30μM, es decir, respuestas 
mediadas por  nAChR α7 y no-α7, respectivamente (Fig. 15 A). Los incrementos en la 
[Ca2+]c inducidos por activación de nAChR α7 ofrecieron picos máximos [Ca 2+]c entorno a 
los 200 nM, y tras las activación de los nAChR no-α7 de 600 nM ( 15 C ). Sin embargo, 
cuando analizamos la entrada total de Ca2+, integrando el área bajo la curva de los picos 
de [Ca2+]c, pudimos determinar que la [Ca2+]c alcanzada tras la activación de los 
receptores α7 era muy pequeña, es decir,  un 14% respecto la respuesta no-α7.  
Cuando se pre-incubaron las células con 100 nM de BGT, 15 minutos antes de 
comenzar el registro, se observó un bloqueo total de la respuesta inducida por ambos 
PNU pero no la ocasionada por nicotina (Fig. 15 B y C). Por tanto, estos resultados 
concordaban con los obtenidos previamente en células cargadas con Fluo-4 y registrados 
mediante un lector de fluorescencia en placas. 
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Figura 15. Magnitud de señales de [Ca2+]c mediados por activación de nAChR α7 y no-α7 
registrados mediante la técnica de aequorinas. Las células cromafines que expresaban 
aequorinas citosólicas fueron reconstituídas con celenterazina y posteriormente se midió la 
luminiscencia bajo una perfusión continua de solución Krebs-HEPES 2 mM de Ca2+. La figura (A) 
muestra registros representativos de los trazos de luminiscencia obtenidos tras la estimulación de 
concentraciones supramáximas de PNU282987 10 μM + PNU120596 10 μM o nicotina 30 μM. (B) 
Ilustra un experimento similar al de la figura (A) pero en células pre-incubadas 15 minutos antes del 
experimento con BGT 100 nM. (C) Representa la estadística de al menos 3 experimentos de 
diferentes cultivos como los mostrados en la figura A y B, las barras corresponden a las medias ± 
s.e.m. de los picos máximos. Las diferencias significativas se determinaron en ambos casos por el 
test de la t Student no pareado (*p < 0.05: respecto del control). 
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Para analizar la desensibilización de las respuestas mediadas por los nAChR α7 y 
no-α7, realizamos experimentos de aplicación de pulsos consecutivos. La figura 16 A 
muestra un registro representativo en el que se aplican dos pulsos consecutivos con los 
dos PNU y nicotina, de forma alternante. Como puede observarse, el incremento de la 
[Ca2+]c en un segundo pulso tras estimulación del subtipo α7 se redujo de forma 
significativa respecto al primer pulso. Al contrario que en el caso de la respuesta α7, el 
incremento en la [Ca2+]c inducida por un segundo pulso de nicotina, no produjo una 
disminución significativa de la señal de Ca2+ en comparación con el primer pulso. La 
disminución de las señales de Ca2+ en un segundo pulso mediante la aplicación de los 
PNU sugiere que el subtipo α7 se desensibiliza más rápidamente que  un período más 
prolongado que el subtipo no-α7 (Fig. 16). 
 
 
Figura 16. Inactivación de las señales de Ca2+ mediadas por la activación del subtipo α7 y 
no- α7 medidas con aequorinas. (A) Muestra un registro representativo de señales de Ca2+ por 
pulsos consecutivos y alternos a concentraciones supramáximas de PNU282987 (10 μM) + 
PNU120596 (10 μM) o nicotina 30 μM. La figura (B) representa la media ± s.e.m. de los picos 
máximos inducidos en experimentos del tipo mostrado en figura (A). La estadística es de al menos 
4 experimentos de diferentes cultivos. Las diferencias significativas se determinaron en ambos 
casos por el test de la t Student no pareado (*p < 0.05: respecto del primer pulso). 
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V.1.7.    CONTRIBUCIÓN DE LOS DISTINTOS SUBTIPOS DE CCDV A LOS 
INCREMENTOS DE Ca2+ CITOSÓLICO MEDIADOS POR nAChR α7 Y NO- α7. 
 
Con el objetivo de explorar la contribución de los diferentes canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje (CCDV) a los incrementos de [Ca2+]c mediados por la activación 
de los subtipos α7 y no-α7, las células se pre-incubaron con bloqueantes de los canales L 
(nimodipino, 3 μM) y no-L (ω-conotoxina MVIIC, 2 μM). Como se ilustra en la figura 17 A, 
las señales de Ca2+ mediadas por nAChR α7 no se bloquearon por nimodipino; sin 
embargo, la ω-conotoxina MVIIC bloqueó la respuesta en un 19,70 ± 6,98 % respecto del 
control. Por el contrario, la respuesta no-α7 inducida por nicotina disminuyó en presencia 
de nimodipino en un 16,91±7,66% y no se vio afectada por ω-conotoxina MVIIC (Fig. 17 
B). 
Para corroborar que los CCDV estaban implicados en los incrementos [Ca2+]c 
mediados por la estimulación de los diferentes subtipos de nAChR, realizamos las 
siguientes manipulaciones experimentales: (i) utilizamos un bloqueante inespecífico de 
CCDV como el cadmio y (ii) empleamos la sustitución del sodio (Na+) extracelular por N-
metil-glucamina evitando así, la despolarización dependiente de Na+ (bloqueo de 
activación de canales de sodio y bloqueo de la entrada de Na+ a través del propio 
receptor) y la consiguiente activación de CCDV.  
Tanto el cadmio como la sustitución del Na+ extracelular disminuyeron las señales 
de Ca2+ inducidas por la estimulación del subtipo α7 y no -α7. Este bloqueo no fue 
estadísticamente diferente al obtenido por ω-conotoxina MVIIC en el caso de la 
estimulación del subtipo α7 o por nimodipino en el caso de la estimulación no-α7 (Fig. 17 




Figura 17. Efecto de los bloqueantes de los CCDV en las señales de Ca2+ mediadas por los 
nAChR α7 y no-α7. La células fueron estimuladas con PNU282987 10 μM+ PNU120596 1 μM (A), 
10 μM de nicotina (B),  en presencia de 50 μM cadmio (Cd), en solución control con N-metil 
glucamina (Gluc) en sustitución de Na+ o en presencia del nimodipino 3 μM ( bloqueante de CCDV 
de tipo L ), u ω-conotoxina MVIIC 2 μM ( bloqueante de CCDV de tipo no L ).  Las células control 
fueron suplementadas con el mismo porcentaje de DMSO (0,1 %) que el usado para disolver el 
nimodipino. Los datos representan la media ± s.e.m. de al menos cuatro experimentos de cultivos 
diferentes por triplicado. *p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001: diferentes respecto del control. Para el 
análisis de los datos se realizó un ANOVA de una vía y un test Newman-Keuls. 
 
V.1.8.   CONTRIBUCIÓN DEL RETÍCULO ENDOPLASMÁTICO AL INCREMENTO DE LA 
[Ca2+]c INDUCIDA TRAS LA ESTIMULACIÓN DE LOS nAChR α7 Y NO-α7. 
 
Para estudiar la participación del RE en las señales de Ca2+ intracelulares 
mediadas por receptores α7 y no-α7 hemos empleado la tapsigargina. La tapsigargina es 
un inhibidor de la SERCA que  impide la entrada de Ca2+ al RE, además de producir una 
depleción de Ca2+ del mismo. De esta forma se impide la salida de Ca2+ del RE inducida 
por aumentos de Ca2+ citosólico. En células cromafines pre-incubadas con tapsigargina 
1μM, 15 minutos antes de comenzar las medidas, observamos una reducción 
significativa, superior al 50 %, de la [Ca2+]c inducida por PNU282987 (10μM) + 
PNU120596 (10μM) y nicotina 30 μM (Fig. 18 C). Por tanto, el Ca2+ procedente del RE 
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también participa en las señales de Ca2+ intracelulares mediadas tras la activación de 
nAChR α7 y no-α7. 
 
Figura 18. Contribución del RE a los aumentos de [Ca2+]c mediados por estimulación del α7 
y no-α7. Trazos representativos de señales de [Ca2+]c inducidas por α7 (PNU282987 10 
μM+PNU120596 10 μM) y no-α7 (nicotina 30 μM) nAChR (A) y en células pre-incubadas durante 
15 minutos con 1 μM de tapsigargina (B). (C) Estadística de los picos máximos inducidos en 
experimentos del tipo que se muestran en la figura (A) y (B). Los datos corresponden a la media ± 
s.e.m. de al menos 6 experimentos independientes de cultivos diferentes. ***p<0.001 respecto del 
control aplicando un t Student no pareado. 
 
V.1.9.   PAPEL DE LA MITOCONDRIA EN LOS TRANSITORIOS DE [Ca2+]c.     
 
Estudios realizados con aequorinas dirigidas a la mitocondria demuestran que la 
mitocondria se comporta como un reservorio transitorio de Ca2+ bajo estímulos como la 
ACh, el K+ o la cafeína (Montero et al., 2000) .  
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En nuestras condiciones experimentales, la concentración basal de Ca2+ (antes de 
cualquier estimulación) fue similar en el citosol y la mitocondria, en torno a 0,1-0,2 μM. 
Estas concentraciones de Ca2+ se corresponden con las obtenidas en células en reposo. 
Como se muestra en la figura 19 A y C, la mitocondria amplifica las [Ca2+]c. La 
estimulación de los nAChR α7 mediante la combinación de  PNU282987+PNU120596 
causó un incremento en la [Ca2+]m de 516,36 ± 118,97 nM mientras que en el citosol fue 
de 218,33 ± 20,05 nM (relación [Ca2+]m/[Ca2+]c fue de 2,4 ± 0,8). Tras la estimulación de 
los nAChR no-α7 con nicotina, se alcanzó una [Ca2+]m de 1323,53 ± 82,93 nM y una 
[Ca2+]c de 745,16 ± 43,52 nM (relación [Ca2+]m/[Ca2+]c 1,8 ± 0,2). Estas relaciones no son 
diferentes entre sí, lo que indica que la mitocondria capta de la misma forma el Ca2+ 
independientemente de si procede tras la estimulación del nAChR del subtipo α7 o no-α7. 
En otra serie de experimentos bloqueamos la mitocondria con FCCP y medimos la 
[Ca2+] en la mitocondria y en el citosol tras estimular los nAChR α7 y no-α7. El FCCP es 
una sustancia desacoplante que disipa el gradiente de protones de la cadena respiratoria 
mitocondrial de forma reversible; es capaz de atravesar membranas lipofílicas y actúa 
como una transportador de protones del citosol al interior mitocondrial produciendo un 
colapso del potencial de membrana mitocondrial y, como consecuencia, impide la entrada 
de Ca2+ al interior mitocondrial. Como se muestra en la figura 19 B y E, la perfusión de 
FCCP 2 µM “per se” produjo un incremento de Ca2+ tanto en el citosol como en la 
mitocondria de la misma magnitud, (aproximadamente Δ[Ca2+]max de 0,1-0,2 μM ) que 
disminuyó hasta llegar a una meseta por encima de la basal). Cuando las células se 
estimularon con PNU282987 + PNU120596 o nicotina en células cuyas mitocondrias 
estaban bloqueadas con FCCP, observamos que el pico de la [Ca2+]c (Fig.19 E y F) no se 




Figura 19. Participación de la mitocondria en las señales de Ca2+ mediadas por nAChR α7 y 
no-α7. Los paneles (A) y (D) muestran los efectos de la perfusión de PNU282987 10 μM + 
PNU120596 10 μM o 30 μM de nicotina según se indica con aequorinas dirigidas al citosol o a la 
mitocondria, respectivamente. Los paneles (B) y (E) muestran los efectos de la pre-incubación (5 
minutos) y co-incubación del FCCP 2 μM en la estimulación del subtipo α7 y no -α. Las figuras (C) y 
(F) representan la media ± s.e.m. de 4 experimentos independientes de cultivos diferentes. 
*p<0.05, ***p<0.001 respecto del control usando un t Student no pareado. 
  
V.1.10.   LIBERACIÓN DE CATECOLAMINAS INDUCIDA POR LA ESTIMULACIÓN DE 
LOS nAChR DEL SUBTIPO α7 Y NO- α7.  
 
La secreción diferencial de adrenalina y noradrenalina inducida por la estimulación 
de ambos subtipos de nAChR se midió por HPLC. La secreción basal de adrenalina 
procedente de 500.000 células cromafines bovinas fue de 53,93 ± 15,40 ng/ml, mientras 
que la de noradrenalina fue de 83,66 ± 24,88 ng/ml. El modulador alostérico PNU120596 
a la concentración de 10 μM no modificó ni la secreción basal de adrenalina (53,23±15,13 
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ng/ml) ni la de noradrenalina (76,54±25,89). Sin embargo, en presencia del agonista α7 
PNU282987, la secreción de adrenalina aumentó a 191,09±37,54 ng/ml (359% de 
incremento) y de noradrenalina a 254,81±71,78 ng/ml (333% de incremento); estos 
aumentos de la secreción se bloquearon por completo por el antagonista selectivo α7 
BGT (Fig. 20 A). La respuesta no-α7 inducida por nicotina 30 μM produjo una secreción 
de adrenalina de 364,22±110,81 ng/ml (675% de incremento) y de noradrenalina de 
422,34±116,32 ng/ml (505% de incremento); dicha secreción se bloqueó por 
mecamilamina (Fig. 20 B). La secreción de catecolaminas en relación a la entrada 
máxima de [Ca2+]c (datos de aequorinas) fue de 1,6 y 1,5 % de adrenalina y noradrenalina 




Figura 20. Liberación diferencial de adrenalina y noradrenalina inducida por estimulación de 
nAChR α7 y no-α7. Las células se incubaron durante 30 s con ambos PNU o nicotina y el medio 
se recogió para medir la secreción de catecolaminas por HPLC. Los antagonistas y el modulador 
se pre-incubaron 5 minutos antes y durante la aplicación de los agonistas. Las barras muestran la 
media ± s.e.m. de 7 experimentos independientes de cultivos diferentes. *p < 0.05, **p < 0.01: 
estadísticamente diferente respecto del PNU120596 solo en el panel (A) o de solución control en el 
panel (B). #p < 0.05, ##p < 0.01: estadísticamente diferente de ambos PNU (A) y de nicotina (B). El 




V.2.  MECANISMOS NEUROPROTECTORES MEDIADOS TRAS LA 
ACTIVACIÓN DE nAChR α7 Y NO-α7 EN UN MODELO DE 
HIPERFOSFORILACIÓN DE τ. 
 
Existen múltiples estudios que muestran que diversos agonistas nicotínicos son 
capaces de neuroproteger frente a estímulos tóxicos que están relacionados con la 
patología de la EA (ver introducción). El AO es una toxina producida por un alga marina 
que inhibe proteína-fosfatasas con una potencia inhibitoria PP2A>PP1>PP2B; esto 
provoca una hiperfosforilación de la proteína τ tanto en modelos in vivo (Tian et al., 2004) 
como in vitro (Uberti et al., 1997; Tanaka et al., 1998). Además, la actividad de la 
fosfatasa PP2A se encuentra disminuída en cerebros de EA (Iqbal & Grundke-Iqbal, 
2008). Por todo esto, el AO es aceptado como un modelo que reproduce la muerte celular 
y la hiperfosforilación de τ característica de esta enfermedad (Tanaka et al., 1998).  
Por otra parte, hemos empleado como modelo celular la línea de neuroblastoma 
humano SH-SY5Y ya que en esta línea celular se ha demostrado que el AO es capaz de 
hiperfosforilar τ y causar muerte celular (Perez et al., 2002). A continuación se describen 
los resultados obtenidos. 
 
V.2.1.   EFECTO NEUROPROTECTOR DE DIVERSOS AGONISTAS NICOTÍNICOS Y EL 
MODULADOR ALOSTÉRICO α7 PNU120596 FRENTE A LA LESIÓN INDUCIDA 
POR ÁCIDO OKADAICO. 
 
Para determinar qué subtipos de nAChR podrían estar implicados en el efecto 
neuroprotector frente a AO utilizamos el agonista selectivo α7 PNU282987 y el agonista 








               
 
Figura 21. Efecto protector mediado por los agonistas nicotínicos PNU282987, 5IA85380 y el 
modulador alostérico selectivo α7 PNU120596 frente a la lesión inducida por 30 nM de AO. 
El agonista selectivo α7 PNU282987 (A) y el agonista selectivo β2* 5IA85380 (B) ofrecieron 
protección frente a la toxicidad inducida por AO (30 nM) 16 h en células SH-SY5Y. Las células se 
pre-trataron durante 24h a concentraciones crecientes de PNU282987 (1-30 μM) (A) y de 
5IA85380 (10-100 μM) (B). El modulador alostérico selectivo α7 PNU120596 no ofreció efectos 
protectores en un rango de concentraciones de 0,3-10 μM (C). Los datos muestran la media ± 
s.e.m. de triplicados de al menos 4 cultivos diferentes. *p < 0.05, **p < 0.01 respecto del AO solo. 
Análisis de ANOVA de una vía con el test de Newman-Keuls. 
 
 
El tratamiento de las células SH-SY5Y con una concentración de 30nM de AO 
durante 16 h incrementó la muerte basal de un 7-10% a un 36-42%. Cuando pre-
incubamos 24 h antes de añadir el AO las células con concentraciones crecientes del 
agonista nAChR α7, PNU282987, y transcurrido dicho tiempo, añadimos durante 16 h el 
tóxico (vea protocolo en la parte superior de la Fig. 21), observamos una reducción 
gradual de la muerte celular valorada como liberación de LDH al medio extracelular. El 
agonista  α7 consiguió ofrecer una protección significativa frente la lesión inducida por AO 
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a la concentraciones de 10 y 30 μM (Fig. 21 A). Cuando empleamos el agonista β2*, 
5IA85380, sólo obtuvimos una protección significativa a la concentración de 100 μM (Fig. 
21 B). Curiosamente el modulador alostérico α7, PNU120596, no mostró protección a 
ninguna de las concentraciones evaluadas (0,3 a 10 μM) (Fig. 21 C). 
 
V.2.2.   SEÑALES DE Ca2+ INTRACELULARES INDUCIDAS POR PNU282987 Y            
5IA85380.  
 
Como se mencionó en la introducción, las células SH-SY5Y presentan 
subunidades nicotínicas α3, α5, α7, β2 y β4 (Peng et al., 1994; Gentry & Lukas, 2002), las 
cuales pueden agruparse y formar distintos subtipos de receptores nicotínicos. Con el 
objeto de determinar el efecto de los agonistas nicotínicos PNU282987 y 5IA85380 sobre 
los niveles de Ca2+ intracelulares y su selectividad sobre los diferentes subtipos de 
nAChR, medimos señales de Ca2+ en células SH-SY5Y cargadas con la sonda Flúo-4. 
Para este estudio, hemos empleado las concentraciones de agonista que mostraron un 
efecto neuroprotector en los experimentos del apartado anterior, con la idea de recabar 
información sobre el posible mecanismo de acción de ambos agonistas nicotínicos. 
La figura 22 A muestra un registro representativo de las señales de Ca2+ inducidas 
por el PNU282987 10 μM  solo o en presencia del modulador alostérico α7 PNU120596 
10μM; también se muestran el efecto de distintos antagonistas de los distintos subtipos de 
nAChR. Se seleccionó la concentración de 10 μM de PNU120596 porque estudios 
anteriores han mostrado que es una concentración supra-máxima en cuanto a la entrada 
de Ca2+ inducida por el subtipo α7 (Dickinson et al., 2007). El PNU282987 por sí solo, no 
produjo una entrada de Ca2+ medible a esta concentración. Sin embargo, cuando el 
agonista se inyectó en células pre y co-incubadas con el modulador alostérico α7 
PNU120596, se observó un incremento significativo en la entrada de Ca2+ al citosol. Estos 
incrementos de Ca2+ estaban mediados por activación de nAChR ya que dicha señal se 
bloqueó significativamente por mecamilamina. En concreto, estas señales de Ca2+ son 
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atribuibles a estimulación de un nAChR del subtipo α7, ya que antagonistas selectivos  
nAChR α7 como BGT y MLA bloquearon dicha entrada de Ca2+ (Fig. 22 C). 
  
 
Figura 22. Señales de Ca2+ intracelulares mediadas por los agonistas PNU282987 y 
5IA85380. La figura (A) representa un registro representativo de células SH-SY5Y estimuladas con 
PNU282987 10 μM sólo  o después de pre-incubarse durante 15 minutos con el modulador 
selectivo α7 PNU120596 10 μM. El PNU120596 también se co-incubó con diversos antagonistas 
nicotínicos como mecamilamina (“Meca” 30 μM), α-bungarotoxina (“BGT” 100 nM) o 
metilicaconitina (“MLA” 100 nM). (B) Ilustra otro registro representativo de la señal inducida por 
5IA85380 100 μM o de éste en presencia de los antagonistas nicotínicos  Meca 30 μM, BGT 100 
nM, α-conotoxina-AuIB (“AuIB” 10 μM), dihidroβeritroidina (“DHβE” 10 μM)  o α-conotoxina-MII 
(“MII” 200 nM). Las figuras (C) y (D) muestran las medias ± s.e.m. de los aumentos máximos de 
fluorescencia a los 10 segundos de la aplicación del agonista PNU282987 (C) y 5IA85380 (D). Se 
realizaron experimentos por triplicado de al menos 6 cultivos diferentes. ***p < 0.001 respecto del 
PNU282987 solo (C) o respecto del 5IA85380 (D); ###p < 0.001 respecto del 




El agonista nicotínico 5IA85380, a la concentración de 100 μM, fue capaz  de 
producir señales significativas de Ca2+ intracelulares por sí solo (Fig. 22 B y D); los 
antagonistas selectivos β2* como DHβE y α-conotoxina MII, además de la mecamilamina 
fueron capaces de bloquear significativamente las señales de Ca2+ inducidas por 
5IA85380. Sin embargo, antagonistas α3β4 (α-conotoxina AuIB)  o α7 (BGT) no 
produjeron una modificación en la entrada de Ca2+ inducida por este agonista. Estos datos 
indican que el agonista PNU282987 activa nAChR α7 y el 5IA85380 activa nAChR 
heteroméricos que contienen subunidades β2. 
 
V.2.3.   EL PNU120596 REVIERTE LA PROTECCIÓN MEDIADA POR EL PNU282987 
 
Con el objetivo de determinar si una entrada de Ca2+ a través del nAChR α7 era 
capaz de activar vías de protección, realizamos una serie de experimentos encaminados 
a determinar si la acción del agonista α7 con su modulador alostérico, que si produjeron 
un incremento en la [Ca2+]c (Fig. 22 A y C), eran capaces de proteger las células SH-
SY5Y frente la toxicidad inducida por AO.  
                                                     
Figura 23. El modulador selectivo α7 PNU120596 revierte el efecto protector inducido por el 
agonista selectivo α7 PNU282987. El modulador alostérico PNU120596 10 μM (PNU 12) se pre-
incubó 15 minutos y co-incubó durante 24h con el agonista selectivo α7 el PNU282987 10 μM 
(PNU 28). Los datos se normalizaron con respecto a la muerte total inducida por el AO 30 nM 
incubado durante 16 horas. Los resultados representan la media ± s.e.m. de 8 experimentos 
independientes por triplicado. ***p < 0.001 respecto del AO; ###p < 0.001 respecto del PNU 28. Se 
realizó un análisis ANOVA de una vía con un test de Newman Keuls. 
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Curiosamente, al asociar el agonista y el modulador, el agonista perdió su efecto 
protector (Fig. 23). Por tanto, estos resultados sugerían que la entrada de Ca2+ por el 
nAChR α7 no consigue activar la vía de señalización de supervivencia que podría estar 
activando el agonista α7 por si solo. 
 
V.2.4.   DEPENDENCIA DEL Ca2+ EXTRACELULAR EN LOS PROCESOS DE 
NEUROPROTECCIÓN MEDIADOS POR ESTIMULACIÓN DE nAChR DEL 
SUBTIPO α7 Y β2*.  
 
La dependencia de Ca2+ en los procesos de neuroprotección mediados por nAChR 
es un hecho bastante aceptado. Así, por ejemplo, múltiples estudios demuestran que la 
ausencia de Ca2+ extracelular produce una reversión de los efectos neuroprotectores de 
agonistas nicotínicos como 5IA85380 (Ueda et al., 2008) o nicotina (Dajas-Bailador et al., 
2000).  
Sin embargo, los datos hasta ahora presentados en este trabajo, apuntan a que la 
protección mediada por el PNU282987 podría ser independiente de la entrada de Ca2+ 
extracelular. El PNU282987, a la concentración protectora de 10 µM, no produjo una 
entrada de Ca2+ intracelular significativa (Fig. 22 A y C) e incluso la presencia del 
modulador, que incrementó el Ca2+ citosólico, revirtió su efecto protector. Sin embargo, el 
agonista 5IA85380 si fue capaz de incrementar la [Ca2+]c a la concentración que mostró 
ser protector (Fig. 22 B y D). Todos estos resultados nos hicieron plantearnos si la 





Figura 24. Tiempo-dependencia de la citoprotección mediada por PNU282987 (A) y 
5IA85380 (B). Las células se incubaron con una concentración protectora de PNU282987 (10 μM) 
y 5IA85380 (100 μM) durante 5 min, 1 h, 4h ó 24 h, a continuación se retiró el agonista y se añadió 
medio DMEM fresco hasta completar 24 h; transcurrido este tiempo, se añadió el citotóxico, AO a 
la concentración de 30 nM durante 16h. Al final se evaluó la viabilidad mediante la prueba de LDH. 
(protocolo panel superior). Las figuras (A) y (B) muestran la media ± s.e.m. de los valores de LDH 
normalizados respecto al AO de 6 cultivos diferentes por triplicado. *p < 0.05, **p < 0.01 y 
***p < 0.001 respecto del AO, aplicando un ANOVA de una vía con un test de Newman Keuls. 
 
Para determinar la influencia de la entrada del Ca2+ en los efectos 
neuroprotectores mediados por los nAChR α7 y β2*, se realizaron experimentos de 
protección de los agonistas PNU282987 y 5IA85380 en presencia o ausencia de Ca2+ 
extracelular. Debido a que la ausencia de Ca2+ extracelular puede llegar a ser un estímulo 
tóxico per se, se realizó un curso temporal para determinar el tiempo mínimo de presencia 
de agonista para conseguir un efecto protector máximo.  
El PNU282987 redujo los niveles de LDH liberados al medio extracelular en las 
células lesionadas con AO y dicha reducción fue significativa a partir de los 5 min de 
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exposición al agonista nAChR α7 (Fig. 24 B). En el caso del 5IA85380, la protección fue 
significativa a partir de 1 h (Fig. 24 C).  
Para unificar criterios, se seleccionó el tiempo de pre-incubación de 4h para 
ambos agonistas ya que a este tiempo se obtuvo un efecto protector similar al obtenido 
tras 24 h de exposición al agonista (Fig. 24 A y B). 
A continuación se incubaron los agonistas durante 4 h en presencia o ausencia de 
Ca2+ extracelular siguiendo el protocolo descrito en la parte superior de la figura 24. Los 
resultados mostraron que la protección mediada por 5IA85380 era dependiente de Ca2+ 
(Fig. 25 B) pero la inducida por PNU282987, no (Fig. 25 A).  
         
Figura 25. Ca2+-dependencia de los efectos neuroprotectores mediados por PNU282987 y 
5IA85380. Los agonistas nicotínicos se pre-incubaron durante 4h en solución control con Ca2+ y sin 
Ca2+ y, posteriormente se reemplazó el medio por DMEM fresco durante 20h. A continuación, las 
células se trataron con AO 30 nM durante 16 h más. La figura (A) muestra la protección mediada 
por PNU282987 10 μM en presencia o ausencia de Ca2+ extracelular y (B) representa la 
dependencia del Ca2+ extracelular en la protección mediada por 5IA85380 100 μM.  Los datos 
corresponden a la media ± s.e.m. de LDH normalizada respecto al OA de 10 cultivos diferentes por 
triplicado.  ***p < 0.001 respecto del AO, ##p < 0.01 respecto del 5IA85380 con Ca2+. Se analizó con 
un ANOVA de una vía y un test de Newman Keuls. 
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Por tanto, parecía que una entrada de Ca2+ mediada por la activación de nAChR 
β2* era necesaria para conseguir activar las vías de señalización intracelular 
responsables de su efecto neuroprotector. Sin embargo, en el caso del nAChR α7, el 
agonista α7 PNU282987, por si solo, no fue capaz de inducir una señal de Ca2+ 
intracelular y su efecto protector no fue dependiente de Ca2+ extracelular. En conclusión, 
la protección mediada por nAChR β2* parece depender de la entrada de Ca2+ y la 
mediada por nAChR α7 parece ser independiente del Ca2+ extracelular. 
 
 
V.2.5.   LA CINASA JAK-2 ESTÁ IMPLICADA EN LA PROTECCIÓN MEDIADA POR LOS 
nAChR α7 PERO NO EN LA MEDIADA POR nAChR β2*. 
 
Se sabe que JAK-2 es una proteína que se asocia físicamente al nAChR α7 y que 
se activa fosforilándose por estimulación nicotínica (Shaw et al., 2002). Quisimos 
determinar si la activación de los nAChR del subtipo α7 y/o β2* podrían activar esta 
cinasa en nuestras condiciones experimentales. Para ello, tratamos las células SH-SY5Y 
con PNU282987 10 μM, PNU282987 10 μM más PNU120596 10 μM y 5IA85380 100 μM 
durante diferentes tiempos (5, 15, 30 min y 1 y 24 h) y, al final, analizamos por western 
blot JAK-2. Las células tratadas con PNU282987 10 μM incrementaron casi al doble la 
fosforilación de esta proteína a los 15 minutos y a partir de este tiempo la fosforilación 
cayó a niveles basales (Fig. 26 A). En el caso del 5IA85380, no observamos activación de 
esta proteína a ninguno de los tiempos evaluados (Fig. 26 B). Cuando asociamos el 
agonista α7 con el modulador alostérico tampoco observamos incremento significativo de 
P-JAK-2 (Fig. 26 C).  
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Figura 26. Fosforilación diferencial de JAK-2 por PNU282987 10 μM (A), 5IA85380 100 μM (B) 
y PNU282987 10 μM +PNU120596 10 μM (C). Distintos tiempos de incubación de agonistas (5 
min, 15 min, 30 min, 1h y 24 h) se realizaron para cuantificar P-JAK-2 (inmunoblot de arriba) y 
JAK-2 total (inmunoblot abajo). Los histogramas representan la cuantificación densiométrica de P-
JAK-2 normalizada con respecto a JAK total. Los valores son la media ± s.e.m. de al menos 4 
cultivos diferentes. *p < 0.05 respecto del basal. ANOVA de una vía con un test de Newman-Keuls. 
 
Está descrito en la literatura que la activación de JAK-2 está implicada en el efecto 
neuroprotector inducido por nicotina al interaccionar con el nAChR α7 en neuronas 
lesionadas por Aβ1-42 (Shaw et al., 2002). Por esta razón y porque habíamos visto que el 
agonista α7 inducía la fosforilación de JAK-2, decidimos evaluar si el efecto protector del 
PNU282987 frente la lesión inducida por AO podría perderse en presencia de un inhibidor 
de esta cinasa, el AG-490. Para corroborar que la activación de JAK-2 estaba relacionada 
con su acción sobre los receptores α7 y no con los β2*, también incluimos el 5IA85380. 
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Tal como puede observarse en la figura 27, el  efecto protector del PNU282987 fue 
revertido por completo con el AG-490 pero no afectó a la protección ofrecida por el 
5IA85380. Por tanto, estos resultados nos indican que JAK-2 está relacionada, en una 
etapa muy inicial, con la activación de la cascada de supervivencia asociada al nAChR 
α7. 
             
Figura 27. El inhibidor de JAK-2 (AG-490) revierte la protección mediada por PNU282987 y 
no la de 5IA85380. La muerte celular inducida por AO 30 nM durante 16h se normalizó al 100% 
(columna gris). La pre (30 min) y co-incubación del inhibidor AG-490 10 μM con los agonistas 
nicotínicos revirtió exclusivamente el efecto protector del agonista PNU282987 10 μM y no afectó 
al del 5IA85380 100 μM. Los datos representan la media ± s.e.m. de 8 experimentos de cultivos 
diferentes. ***p < 0.001 respecto del OA; #p < 0.05 respecto del PNU282987. ANOVA de una vía 
con un test de Newman-Keuls. 
 
 
V.2.6.   LA VÍA PI3K/Akt ESTÁ IMPLICADA EN EL EFECTO NEUROPROTECTOR DEL 
PNU282987 Y DEL 5IA85380. 
 
Se sabe que múltiples agonistas nicotínicos producen activación de la vía 
PI3K/Akt (Kihara et al., 2001). En nuestro modelo, hemos visto anteriormente (Fig. 26 A) 
que la activación del nAChR α7 produce fosforilación de JAK-2, la cual tiene como 
sustrato de fosforilación a PI3K/Akt (Shaw et al., 2002). Para comprobar si la activación 
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de los agonistas α7 y β2* producían la activación de Akt realizamos medidas de 
fosforilación de ésta mediante western blot. La incubación con PNU282987 y 5IA85380 
produjeron una fosforilación de Akt que fue estadísticamente significativa a los 5 y 15 




Figura 28. Fosforilación de Akt por PNU282987 10 μM (A) y 5IA85380 100 μM (B). Distintos 
tiempos de incubación de agonistas (5 min, 15 min, 30 min, 1h y 24 h) se realizaron para 
cuantificar P-Akt (inmunoblot de arriba) y Akt total (inmunoblot de abajo). Los histogramas 
representan la cuantificación densiométrica de P-Akt normalizada con respecto a Akt total. Los 
valores son la media ± s.e.m. de al menos 4 cultivos diferentes. *p < 0.05 y **p < 0.01 respecto del 
basal. ANOVA de una vía con un test de Newman-Keuls. 
 
Para determinar si la protección ofrecida por la activación de los nAChR α7 y β2* 
era dependiente de la activación de PI3K/Akt pre-incubamos las células con el inhibidor 
de PI3K, el LY 294002 (3 μM). Tal como puede observarse en la figura 29, la protección 
ofrecida por el PNU282987 y el 5IA85380 frente a la lesión inducida por AO fue revertida 
por el inhibidor de PI3K, lo que indica que la protección de ambos agonistas es 




         
Figura 29. El inhibidor de PI3K (LY 294002) revierte la protección mediada por PNU282987 y 
5IA85380. La muerte celular inducida por la exposición a AO 30 nM durante 16h se normalizó al 
100% (columna gris). La pre (15 min) y co-incubación del inhibidor LY 294002 3μM con los 
agonistas nicotínicos revirtió el efecto protector del agonista PNU282987 10 μM y 5IA85380 100 
μM. Los datos representan la media ± s.e.m. de 9 experimentos de cultivos diferentes. ***p < 0.001 
respecto del OA; #p < 0.05 respecto del PNU282987; $$p < 0.01 respecto de 5IA85380. ANOVA de 
una vía con un test de Newman-Keuls. 
 
V.2.7.   ERK 1/2  ESTÁ IMPLICADA EN EL EFECTO NEUROPROTECTOR DE 5IA85380 
PERO NO EN EL DE PNU282987. 
 
La ruta intracelular de las MAPK también se ha implicado en procesos de 
neuroprotección mediados por activación de nAChR (Egea et al., 2007). Para determinar 
si el PNU282987 y/o el 5IA85380 eran capaces de activar ERK 1/2 se realizaron medidas 
de fosforilación de esta cinasa por la técnica de western blot. Como muestra la figura 30 
A, el PNU282987 por sí solo no produjo fosforilación de ERK 1/2  a ninguno de los 
tiempos estudiados. Sin embargo, el 5IA85380 incrementó los niveles de P-ERK 1/2  de 
forma significativa a los 15 min de incubación (Fig. 30 B).  
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Figura 30. La fosforilación ERK 1/2 fue inducida por 5IA85380 100 μM y no por PNU282987. 
Distintos tiempos de incubación de agonistas (5 min, 15 min, 30 min, 1h y 24 h) se realizaron para 
cuantificar P-ERK 1/2 (inmunoblot de arriba) y ERK 1/2 total (inmunoblot de abajo). Los 
histogramas representan la cuantificación densiométrica de P-ERK 1/2 normalizada con respecto a 
ERK 1/2 total. Los valores son la media ± s.e.m. de al menos 4 cultivos diferentes. *p < 0.05 y 
**p < 0.01 respecto del basal. ANOVA de una vía con un test de Newman-Keuls. 
 
Para corroborar que la activación de las MAPK estaba implicada en el efecto 
neuroprotector mediado el 5IA85380 y no en el de PNU282987, empleamos el inhibidor 
de MEK, el PD 98059. Como muestra la figura 31, el tratamiento de las células con PD 
98059 revirtió la protección inducida por el 5IA85380 pero no la ofrecida por PNU282987. 
De ahí que pudiéramos deducir que esta vía de supervivencia se inducía tras la activación 
de receptores β2* y no tras la activación de receptores α7. 
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Figura 31. El inhibidor de MEK (PD 98059) revierte la protección mediada por 5IA85380. La 
muerte celular inducida por AO 30 nM durante 16h se normalizó al 100% (columna gris). La pre (15 
min) y co-incubación del inhibidor PD 98059 1μM con los agonistas nicotínicos revirtió el efecto 
protector del agonista 5IA85380 100 μM y no tuvo efecto sobre la protección mediada por el 
PNU282987 10 μM. Los datos representan la media ± s.e.m. de 10 experimentos de cultivos 
diferentes. ***p < 0.001 respecto del OA; ##p < 0.01 respecto del PNU282987. ANOVA de una vía 
con un test de Newman-Keuls. 
        
V.2.8.     IMPLICACIÓN DE GSK-3β EN LA NEUROPROTECCIÓN INDUCIDA POR LA 
ACTIVACIÓN DE nAChR α7 Y β2*. 
 
GSK-3β es una cinasa sustrato de PI3K/Akt. Se sabe que la fosforilación de su 
Ser 9 por Akt produce su inactivación (Stambolic & Woodgett, 1994). Sin embargo, la 
fosforilación de su residuo Tyr 216 produce su activación, aunque las cinasas 
responsables de dicha fosforilación aún no están bien caracterizadas (Hughes et al., 
1993; Wang et al., 1994).  
Para determinar el estado de activación/inactivación de la GSK-3β tras el estímulo 
de los distintos subtipos de nAChR, medimos estas cinasas por western blot en extractos 
proteicos de células SH-SY5Y tratadas con PNU282987 (10 µM) o 5IA85380 (100 µM) 
durante diferentes tiempos. Como muestra en la figura 32, tanto el PNU282987 como el 
5IA85380 fueron capaces de aumentar la fosforilación de la Ser 9 de la GSK-3β tras 15 y 
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5 minutos de incubación, respectivamente (Fig. 32 A y B). Sin embargo, esta fosforilación 
disminuyó con el tiempo, no siendo estadísticamente significativa tras 24 horas de pre-
incubación del agonista.  La fosforilación en el residuo Tyr 216 de la GSK-3β no se vio 
modificada a ninguno de los tiempos medidos con ninguno de los agonistas (Fig 32 C y 
D). Tampoco observamos modificaciones en la expresión de la GSK-3β total (Fig. 32 E y 
F).  
                    
Figura 32. Determinación del estado de activación/inactivación de GSK-3β tras la incubación 
de las células con PNU282987 y 5IA85380. Distintos tiempos de incubación de los agonistas (5 
min, 15 min, 30 min, 1h y 24 h) se realizaron para cuantificar P-Ser 9, P-Tyr 216, GSK-3β total y β-
Actina. Los histogramas representan la cuantificación densiométrica de P-Ser9 (A) y (B); y P-Tyr 
216 (C) y (D) normalizada con respecto a GSK-3 total. Los paneles (E) y (F) representan la 
cantidad de GSK-3β con respecto a la proteína constitutiva β -Actina. Los valores son la media ± 
s.e.m. de al menos 4 cultivos diferentes. *p < 0.05 respecto del basal.. 
 84 
Para determinar si la inhibición de GSK-3β estaba implicada en la protección 
mediada por el PNU282987 y el 5IA85380, realizamos un experimento de 
neuroprotección frente a AO en presencia o ausencia de un inhibidor de GSK-3β, el AR-
A014418. La figura 33 muestra que el AR-A014418, por sí solo, produjo protección frente 
al AO; dicha protección no fue estadísticamente diferente de la obtenida con los agonistas 
nicotínicos solos. Dado que con la combinación de agonista nAChR más AR-A014418 no 
obtuvimos un efecto neuroprotector mayor, podemos deducir que ambos agonistas 
estarían actuando mediante un mecanismo común que implica la inhibición de GSK-3β.  
 
 
        
Figura 33. El inhibidor de GSK-3β (AR-A014418) protege frente a la lesión inducida por AO y 
no produce un efecto sinérgico en combinación con los agonistas PNU282987 y 5IA85380. 
La muerte celular inducida por AO 30 nM durante 16 h se normalizó al 100% (columna gris). El AR-
A014418 1μM solo protegió frente a OA. La co-incubación del inhibidor AR-A014418 1μM con los 
agonistas nicotínicos no produjo un efecto sinérgico en la protección mediada por PNU282987 y 
5IA85380. Los datos representan la media ± s.e.m. de 10 experimentos de cultivos diferentes. 







Debido a que la inhibición de la Ser-9 no se mantiene a las 24 horas de 
tratamiento con PNU282987 y 5IA85380, pero la inhibición de GSK-3β parece estar 
implicada en la protección mediada por ambos agonistas (Fig. 33) decidimos evaluar el 
estado de activación y expresión de GSK-3β bajo el tratamiento con AO. Se realizaron 
medidas de western blot de esta proteína a las 16 horas de incubación con AO solo o en 
presencia de los distintos compuestos. Como muestra la figura 34, el AO produjo un 
aumento significativo de la fosforilación de la Ser-9, respecto del control. La incubación de 
las células con los agonistas PNU282987 y 5IA85380 no modificaron significativamente la 
fosforilación de GSK-3β-Ser9. En el caso de la Tyr 216 de la GSK-3β, ésta n o se vio 
modificada ni por el AO ni por los agonistas nicotínicos. Curiosamente, la expresión de 
GSK-3β total aumentó bajo el tratamiento de AO y los agonistas nicotínicos impidieron 
dicho aumento de expresión a niveles casi basales. El incremento de GSK-3β total 
inducido por AO también fue inhibido por AR-A014418. Cuando combinamos el AR-
A014418 con los agonistas nicotínicos el bloqueo del aumento de expresión de GSK-3β 
permaneció igual (Fig. 34). Por tanto, estos resultados vendrían a corroborar la acción de 
ambos agonistas nicotínicos sobre GSK-3β. 
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Figura 34. Determinación del estado de activación/inactivación de GSK-3β en células 
tratadas con AO. Se recogieron muestras de proteína de células que fueron pre-incubadas 24 h 
con PNU282987 10 μM, 5IA85380 100μM, AR-A014418 1 μM o la combinación de AR -A014418 
con los agonistas y que posteriormente se trataron con AO 30 nM durante 16 h. Los histogramas 
representan la cuantificación densiométrica de P-Ser-9 (A) y P-Tyr-216 (B) normalizada con 
respecto a GSK-3 total y (D) GSK-3 total normalizada respecto de la proteína constitutiva β -Actina. 
Los valores son la media ± s.e.m. de 4 cultivos diferentes. **p < 0.01 respecto del basal; #p < 0.05; 





V.2.9.   ACCIÓN DE PNU282987 Y 5IA85380 SOBRE LA FOSFORILACIÓN DE LA 
PROTEÍNA τ 
 
Tal como se ha mencionado con anterioridad, el AO es un inhibidor de fosfatasas 
que defosforilan a τ. Además, una de las cinasas implicadas en la fosforilación de τ es 
GSK-3β, concretamente GSK-3β fosforila un residuo específico como diana en la 
estructura de τ que se encuentra en la Ser396/404 (Cho & Johnson, 2004).  
Quisimos determinar cómo afectaba la incubación de los agonistas a la 
fosforilación de este residuo en τ. Para ello, realizamos medidas por western blot en 
células tratadas con AO 30 nM durante 16 horas y células que anteriormente habían sido 
pre-incubadas durante 24 horas con los agonistas PNU282987 y 5IA85380. Como 
muestra la figura  35, el PNU282987, el 5IA85380 y el AR-A014418 redujeron de forma 
significativa la fosforilación de τ inducida por AO. 
                  
Figura 35. Efecto de los agonistas nicotínicos y el AR-A014418 sobre el estado de 
fosforilación de τ en células tratadas con AO. Se recogieron muestras de proteína de células 
que fueron pre-incubadas 24 h con PNU282987 10 μM, 5IA85380 100μM o AR-A014418 1 μM y 
que posteriormente se trataron con AO 30 nM durante 16 h. Los histogramas representan la 
cuantificación densiométrica de P-Ser 396/405 normalizada con respecto a tau total. Los valores 
son la media ± s.e.m. de 5 cultivos diferentes. ***p < 0.001 respecto del basal; #p < 0.05 respecto 
del AO. ANOVA de una vía con un test de Newman-Keuls. 
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VI. DISCUSIÓN GENERAL 
 
VI.1.   SEÑALES DE Ca2+ Y LIBERACIÓN DE CATECOLAMINAS 
MEDIADAS POR RECEPTORES α7 Y NO-α7 EN LA CÉLULA 
CROMAFÍN BOVINA 
 
Aunque el papel funcional del nAChR α7 en el sistema nervioso central (SNC) 
está bien caracterizado (Barrantes et al., 1995; Shimohama et al., 1998; Martin et al., 
2004; Ulloa, 2005), su función fisiológica en el sistema nervioso periférico todavía no está 
del todo esclarecida (Fucile et al., 2005). En el modelo celular que hemos estudiado en 
esta tesis, se ha descrito que la expresión de nAChR α7 en membranas plasmáticas 
aisladas de células cromafines bovinas es similar ([125I] αBGT 49.9 ±7.6 fmol/mg protein) 
(El-Hajj et al., 2007) al encontrado en membranas de hipocampo de rata ([125I] αBGT 51.1 
fmol/mg protein) (Garcia-Guzman et al., 1995). A pesar de que el número de receptores 
sea similar en el SNC y en la célula cromafín, aún no hay evidencias directas que 
demuestren que la activación de los AChR α7 de la célula cromafín puedan ocasionar un 
incremento de la [Ca2+]c y, la consiguiente, liberación de catecolaminas (Afar et al., 1994; 
Tachikawa et al., 2001).  
En un estudio previo de nuestro grupo habíamos descrito que la señales inducidas 
por ACh podían bloquearse parcialmente por antagonistas α7 selectivos como la BGT, 
MLA o α-conotoxina ImI, lo que indicaba, de forma indirecta, que las células cromafines 
bovinas contenían un nAChR α7 funcional (Lopez et al., 1998). En estos momentos dada 
la disponibilidad de herramientas farmacologías más selectivas como el PNU282987, un 
agonista α7, y el PNU120596, un modulador alostérico positivo de estos receptores, nos 
propusimos retomar la pregunta de sí la célula cromafin bovina contenía un nAChR α7 
funcional, entendiendo como funcional que fuera capaz de incrementar la [Ca2+]c  y liberar 
catecolaminas, tras su activación.  
La mayor parte de este estudio ha consistido en medir señales de Ca2+ 
intracelulares en células cromafines bovinas cargadas con la sonda fluorescente sensible 
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a Ca2+, Fluo-4 o transfectadas con aequorinas dirigidas al citosol o la mitocondria. Cada 
metodología ha aportado una información complementaria. Las medidas de Ca2+ con 
Fluo-4 se han realizado en un lector de placas, donde hemos podido hacer un análisis 
cinético de la señal de Ca2+, en términos de unidades de fluorescencia, tras una inyección 
única del agonista. La ventaja de medir señales de fluorescencia en placas de 96 pocillos 
ha sido la de poder realizar un gran número de variables en un período relativamente 
corto. Sin embargo, las medidas de Ca2+ mediante el uso de aequorinas, nos ha permitido 
medir de forma selectiva los cambios en los niveles de Ca2+ tanto en el citosol como en la 
mitocondria, conocer la concentración que dicho catión alcanza en dichos 
compartimentos celulares  y, por último, al estar las células en un sistema de reperfusión 
continua, hemos podido estimular las células en repetidas ocasiones y estudiar en una 
misma población la modificación de los niveles de Ca2+ ante distintos estímulos. 
Midiendo señales de Ca2+ en un lector de placas, en células cargadas con Fluo-4, 
hemos caracterizado inicialmente dos tipos de respuestas: la α7 y la no-α7. Al comienzo 
del estudio empleamos la nicotina con la idea de estimular ambos subtipos de nAChR, los 
α7 y los no-α7. Tal como ya conocíamos de la literatura y de nuestra propia experiencia 
(Ridley et al., 2002), la nicotina inducía un incremento concentración-dependiente en la 
[Ca2+]c. Aunque los incrementos del [Ca2+]c  inducidos por nicotina se bloquearon 
completamente por el antagonista nicotínico no selectivo mecamilamina, éstos 
incrementos no fueron modificados por antagonistas nicotínicos α7 selectivos como la 
BGT o MLA. Por tanto, estos resultados sugerían que la nicotina estaría actuando 
preferentemente sobre receptores no-α7, ya que su respuesta no se bloqueaba por 
antagonistas selectivos α7.   
Con la idea de profundizar en el efecto mediado por nAChR no-α7, empleamos el 
5IA85380, un nuevo agonista nicotínico que presenta una gran afinidad por los nAChR 
α4β2 y α6β2 y en menor medida por el subtipo α3β4. Dado que en las células cromafines 
bovinas no se ha identificado la subunidad β2, el 5IA85380 estaría estimulando 
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potencialmente receptores del subtipo α3β4*, con una afinidad cinco veces superior a la 
del subtipo α7 (Mukhin et al., 2000).  Cuando estimulamos las células cromafines con el 
5IA85380, observamos un patrón muy similar al obtenido con la nicotina, es decir, ofreció 
incrementos de la [Ca2+]c  en forma concentración-dependiente y dichos incrementos se 
bloquearon completamente por mecamilamina pero no por BGT. Por tanto, llegamos a 
concluir que tanto la nicotina como el 5IA85380 estarían actuando sobre nAChR no-7. 
Estos resultados, en cierto modo, estaban de acuerdo con los descritos previamente en 
células PC12, una línea tumoral derivada de células cromafines (Afar et al., 1994; 
Innocent et al., 2008).  
Una vez caracterizada la respuesta no-α7, nos propusimos inducir señales de 
Ca2+ mediadas por estimulación directa de los nAChR α7. Para ello utilizamos un nuevo 
agonista nicotínico selectivo de los receptores α7, el PNU282987. El PNU282987 no solo 
está descrito como agonista selectivo de este receptor α7 (Bodnar et al., 2005; Hajos et 
al., 2005), sino que también parece inducir un ligero bloqueo de los nAChR α3β4 (Wishka 
et al., 2006). A pesar de la selectividad descrita para el PNU282987, cuando estimulamos 
las células cromafines con este agonista no pudimos detectar incrementos en la [Ca2+]c, 
salvo a concentraciones por encima de 30 μM. Curiosamente, los incrementos de [Ca2+]c 
inducidos por altas concentraciones de PNU282987 no se bloquearon por BGT pero si 
por mecamilamina. Estos resultados, en un principio, nos estaban indicando que este 
agonista α7 no era capaz de inducir señales de Ca2+ sensibles a BGT o α7.  
En vista de estos resultados, empleamos la colina, un producto endógeno 
derivado de la degradación de la ACh,  que se comporta como agonista nicotínico α7 
(Noble et al., 1978). Curiosamente, encontramos un perfil muy parecido al obtenido con el 
PNU282987. La colina, a concentraciones por encima de 1 mM, producía señales de Ca2+ 
que solo se bloqueaban por mecamilamina pero no por BGT. La activación de los nAChR 
no-α7 por colina estaba de acuerdo con datos mostrados en células PC12 y en neuronas 
de ganglio cervical superior de rata (Alkondon et al., 1997; Seddik et al., 2003), aunque 
 91 
hay otros resultados que demuestran que la colina inhibe la respuesta α3β4 bovina 
expresada en ovocitos de Xenopus (Gonzalez-Rubio et al., 2006). 
Dado que no habíamos sido capaces de registrar señales de Ca2+ con los 
agonistas selectivos α7 y, que cuando las obteníamos, éstas no eran sensibles a BGT, 
decidimos estudiar si un modulador alostérico positivo de los receptores α7, podría 
potenciar una señal mediada por estos receptores, y así, poder desenmascararlo. Para 
ello empleamos el PNU120596. El modulador alostérico selectivo α7  PNU120596, no 
ejerce efecto sobre el nAChR α3β4 (Gronlien et al., 2007) pero en células PC12 
(Dickinson et al., 2007), SHSY-5Y (Innocent et al., 2008) o neuronas de hipocampo 
(Lopez-Hernandez et al., 2009) se ha visto que puede potenciar una respuesta α7.   
Uno de los hallazgos más interesantes de esta tesis ha sido que concentraciones 
bajas de nicotina o de los agonistas α7 PNU282987 o colina, que por sí mismas no son 
capaces de generar un incremento en la [Ca2+]c, en presencia del modulador alostérico 
PNU120596, pueden generar respuestas de 15-20 veces superiores a la basal; esta 
señal potenciada se abole por completo por concentraciones nanomolares de los 
antagonistas α7 BGT y MLA. En células PC12 (Nakayama et al., 2001) se ha descrito que 
concentraciones bajas de nicotina producen una entrada de Ca2+ a través del subtipo α7, 
sin embargo, cuando se aumenta la concentración de este agonista, se estimulan 
preferentemente receptores no-α7.  
En cuanto a la interacción del modulador alostérico con el receptor, aunque se ha 
demostrado que el PNU120596 abre los canales α7 incluso en su estado desensibilizado 
(Bodnar et al., 2005; Gronlien et al., 2007), nosotros y otros (Hurst et al., 2005) en células 
SHSY-5Y, hemos observado que bajo una exposición continuada de agonista, se 
produce una disminución de la señal de Ca2+ en forma dependiente de tiempo.  
Con los resultados obtenidos hasta este punto pudimos establecer las condiciones 
experimentales para estudiar una respuesta no-α7 (nicotina a 30 µM) y una respuesta α7 
(combinación del agonista α7 PNU282987, a una concentración igual o inferior a 10 µM, 
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más modulador α7 PNU 12059). Según la subunidades de nAChR descritas en la célula 
cromafín bovina (Garcia-Guzman et al., 1995; Campos-Caro et al., 1997). Entendemos 
que la respuesta α7 que hemos registrado está mediada, fundamentalmente, por un 
receptor α7 homomérico ya en estas células se ha descrito que la mayoría de los 
receptores α7 son homoméricos, siendo el porcentaje de receptores α7α3β4 muy bajo 
(El-Hajj et al., 2007). Además, los resultados obtenidos muestran un mayor bloqueo con 
mecamilamina de las señales de Ca2+ inducidas por el no-α7 que frente a la respuesta 
α7. Dado que el antagonista mecamilamina tiene más afinidad por receptores 
αβ heteroméricos que α7 homoméricos (Chavez-Noriega et al., 1997; Frazier et al., 1998; 
Papke et al., 2001); estos resultados parecen sugerir que el subtipo al que hemos 
llamado α7 sería un receptor homomérico. 
  Y, en el caso de la respuesta no-α7, hay datos bibliográficos que determinan que 
la secreción de catecolaminas en las células cromafines está regulada mayoritariamente 
por receptores no-α7 constituidos por subunidades α3, β4 y/o α5 pudiendo adoptar ésta 
última la función de una subunidad β4 (Criado et al., 1992; Gu et al., 1996; Campos-Caro 
et al., 1997; Free & McKay, 2003). Por tanto, pensamos que este subtipo de nAChR 
heteromérico estaría regulando las señales de Ca2+ no-α7. 
Cuando analizamos el pico máximo de la señal de Ca2+ inducida por el nAChR α7 
modulado, observamos que ésta disminuye a medida que aumenta la concentración del 
agonista, tal como se ha descrito previamente para el receptor α7 (Fatt, 1950; Katz & 
Thesleff, 1957). Está disminución de los picos máximos al incrementar la concentración 
del agonista se relaciona con unas constantes de activación e inactivación más rápidas 
(Vea Tabla IV).  Las constantes de activación e inactivación que hemos registrado para la 
respuesta α7 pueden considerarse inusualmente lentas en comparación con las 
determinadas mediante otras técnicas que emplean sistemas de perfusión continuos. 
Asimismo, en el caso de la respuesta no-α7, la obtención del pico máximo se ralentiza en 
el tiempo así como la caída de la señal de Ca2+ tras una aplicación continua de nicotina. 
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Este hecho impide el cálculo de la constante de activación e inactivación mediante esta 
técnica para las respuestas de Ca2+ originadas por este subtipo de receptor. Nuestra 
explicación para estos resultados se relaciona con el sistema experimental que hemos 
empleado para medir dichas señales de Ca2+. Cuando medimos las señales de Ca2+ en 
un lector de placas de fluorescencia, la inyección del agonista sobre la solución control 
que baña las células en el pocillo (ver materiales y métodos), hace que, por motivos de 
dilución, el agonista llegue más lentamente o de forma diferencial en el tiempo a todas las 
células del pocillo lo que hace que se ralentice la respuesta máxima (ver figura 
comportamiento de antagonistas), así como la desensibilización de los receptores. Otro 
dato que apoyaría  esta explicación se denota en los experimentos en los que se bloquea 
la respuesta α7-modulada con el antagonista α7 reversible, MLA (Fig.13), donde se 
puede observar cómo el bloqueo por MLA se va perdiendo a medida que aumenta el 
tiempo de registro. 
Para poder visualizar mejor la desensibilización de las señales de Ca2+ mediadas 
por nAChR α7 y no-α7,  recurrimos a la técnica de las aequorinas. Esta técnica comparte 
la propiedad de realizar medidas en poblaciones celulares pero permite además realizar 
pulsos consecutivos de agonista, además de poder obtener datos cuantitativos sobre las 
concentraciones de Ca2+ alcanzadas. Cuando registramos las señales de Ca2+ en el 
citosol con este nuevo sistema, observamos que la señal de Ca2+ mediada por receptores 
α7 era significativamente más pequeña que la obtenida tras la activación de los 
receptores no-α7. Asimismo, una segunda estimulación del nAChR α7 produjo una señal 
de Ca2+ mucho menor que la primera, a diferencia de lo que ocurrió con la respuesta 
mediada por el nAChR no-α7. Una de las posibles causas que puede contribuir a la 
rápida desensibilización del nAChR α7 se relaciona con que la estimulación de este 
subtipo de receptor, según nuestros datos, está acoplada a la entrada de Ca2+ a través de 
los CCDV de tipo no-L, mientras que la entrada de Ca2+ mediada por el nAChR no-α7 
está acoplada a los CCVD del tipo L. Se sabe que los CCDV de tipo no-L se inactivan 
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más rápidamente por Ca2+ (Hernandez-Guijo et al., 2001) y por voltaje que los no-L 
(Villarroya et al., 1999), lo que se traduce en una disminución en la entrada de Ca2+ y 
secreción de catecolaminas (Artalejo et al., 1987; Alonso et al., 1999). En conjunto, estos 
resultados muestran que el nAChR α7 de la célula cromafín presenta una rápida 
desensibilización tal como se ha descrito para otros sistemas celulares (Couturier et al., 
1990). 
El hecho de que a altas concentraciones de agonista se pierda su acción sobre el 
subtipo α7 y activen el no-α7 puede también estar relacionado con el hecho de que la 
entrada de Ca2+ a través de los CCDV de subtipo L favorece la inhibición de los canales 
N y P/Q en células cromafines bovinas (Rosa et al., 2009). 
El acoplamiento diferencial de los CCVD tipo L y no-L tras la activación de los 
distintos subtipos de nAChR se corroboró mediante la utilización de N-metil glucamina y 
cadmio. La sustitución del Na+ extracelular por N-metil glutamina que impide la 
despolarización de la membrana plasmática originada por activación de los canales de 
Na+, redujo la entrada de Ca2+ en el mismo porcentaje que ω-conotoxin MVIIC para el α7 
y nimodipino para el no- α7. Este resultado se confirmó nuevamente al utilizar el cadmio, 
como bloqueante inespecífico de los CCDV que tampoco ofreció un mayor aumento del 
bloqueo de las señales de Ca2+ producido por ω-conotoxin MVIIC y nimodipino sobre los 
nAChR α7 y no-α7, respectivamente. El acoplamiento entre nAChR α7 y CCVD del tipo 
no-L no se ha descrito previamente, sin embargo si hay evidencias en la literatura a favor 
de un acoplamiento entre receptores α3β4 y CCVD del tipo L (Douglas, 1968; Cheek, 
1991). 
Además de la entrada de Ca2+ a través de CCDV, la activación de ambos subtipos 
de nAChR produce una salida de Ca2+ del retículo endoplasmático que contribuye en 
gran medida a los aumentos de Ca2+ citosólico. En células PC12 (Dickinson et al., 2007) 
se ha demostrado que el incremento de Ca2+ producido por estimulación del subtipo α7 
es fundamentalmente por un componente CICR y los CCDV no contribuyen 
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prácticamente a dicha señal. Sin embargo, en este mismo trabajo, muestran que la 
entrada de Ca2+ tras la estimulación del nAChR no-α7 se debe fundamentalmente a 
través de CCDV de tipo L, no contribuyendo el CICR en dicha señal (Dickinson et al., 
2007) Estos resultados contrastan con los que hemos obtenidos en células cromafines 
bovinas, que muestran que tanto el CICR como los CCVD contribuyen al aumento de 
Ca2+  intracelular tanto tras la estimulación del subtipo α7 como no-α7; la diferencia entre 
ambas respuestas reside en el subtipo de CCVD al que está acoplado cada nAChR. 
Durante muchos años se ha considerado a la mitocondria como el orgánulo que 
restablece los incrementos altos de Ca2+ citosólico a niveles basales (Herrington et al., 
1996; Park et al., 1996; Xu et al., 1997) con una posible función acumuladora de Ca2+ 
bajo estímulos de sobrecarga de Ca2+. Los resultados obtenidos con aequorinas dirigidas 
a la mitocondria demuestran que esta organela se comporta como un sumidero de Ca2+ 
rápido y reversible, bajo estímulos como ACh, K+ o cafeína (Montero et al., 2000; Montero 
et al., 2001). También se ha descrito que la mitocondria es capaz de regular la secreción 
de catecolaminas (Montero et al., 2000; Montero et al., 2001) por su capacidad de aclarar 
el Ca2+ subplasmalemal. Cuando las concentraciones de Ca2+ citosólico son menores de 
4-5 μM, la velocidad de captación de Ca 2+ citosólico por la mitocondria es lenta en 
comparación con la velocidad  de captación rápida para concentraciones mayores de 4-5 
μM (Montero et al., 2001). En nuestras condiciones, la estimulación de los dos subtipos 
de nAChR, a concentraciones supramáximas de agonistas y modulador no llegan a 
superar esta concentración de Ca2+ citosólico límite. Por tanto, la mitocondria está 
captando y liberando el  Ca2+ citosólico subplasmalemal por estimulación del α7 y no-α7 a 
una velocidad semejante.  
Las medidas de Ca2+ en el interior mitocondrial muestran que este orgánulo capta 
de forma transitoria y rápida incrementos de Ca2+ citosólico de la misma manera para la 
estimulación producida por ambos subtipos de nAChR ya que las relaciones 
[Ca2+]m/[Ca2+]c para ambos receptores no son estadísticamente diferentes. Para indagar 
acerca de si la entrada de Ca2+ al interior mitocondrial era igual para los dos subtipos de 
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nAChR, utilizamos el FCCP que es capaz de bloquear el uniportador de Ca2+  
mitocondrial. La perfusión de FCCP solo produce aumentos de Ca2+ citosólicos y 
mitocondriales lo que sugiere que este Ca2+ puede provenir tanto del Ca2+ extracelular 
como de un orgánulo intracelular reservorio de Ca2+. Se sabe que el FCCP tiene efectos 
adicionales (Tretter et al., 1998) al de su capacidad de disipación del potencial de 
membrana mitocondrial, que pueden explicar ese aumento de Ca2+ producido por la 
perfusión de este compuesto. Nuestros resultados indican que el FCCP impide la entrada 
de Ca2+ al interior mitocondrial y este efecto no influye de forma diferencial en las 
medidas de Ca2+ citosólico por estimulación del subtipo α7 y no-α7.  
Tanto la estimulación del nAChR α7 como el no -α7 indujeron una liberación de 
catecolaminas. La entrada de Ca2+ por el nAChR α7 fue más eficiente para inducir la 
secreción que la mediada por el nAChR no-α7. Sin embargo, la magnitud de la secreción 
de catecolaminas inducida por ambos nAChRs, a concentraciones supramáximas de 
agonistas y modulador, fue mayor para el no-α7. La mayor eficiencia en la secreción 
asociada a la activación del nAChR α7 no parece estar relacionada con los tránsitos de 
Ca2+ mitocondrial ni por tanto, tampoco por una mayor producción de ATP (McCormack & 
Denton, 1990; Robb-Gaspers et al., 1998) por activación de deshidrogenasas 
mitocondriales y respiración. Esta mayor eficiencia en la secreción de catecolaminas 
inducida por la activación de nAChR α7 en comparación con el no -α7, podría estar 
relacionada con la entrada de Ca2+ al citosol por los CCDV de tipo no-L, los cuales 
parecen estar localizados más próximos a los lugares de exocitosis que los del tipo L 
(Lopez et al., 1994; Lara et al., 1998). 
Aunque estudios anteriores (Campos-Caro et al., 1997) mostraron que la BGT se 
une principalmente a células adrenérgicas en rodajas de adrenales bovinas, nosotros no 
hemos encontrado diferencias en cuanto a secreción diferencial de noradrenalina y 
adrenalina inducida por el nAChR α7-modulado. Una de las posibles explicaciones a esta 
observación puede ser que nosotros hemos utilizado células cromafines en cultivo, 
mientras que el estudio realizado por Criado y cols (Criado et al., 1997) fue realizado en 
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rodajas de glándula adrenal bovina. Posiblemente, los procesos de digestión enzimática, 
aislamiento y cultivo pueda alterar el fenotipo. 
Los resultados que hemos obtenido ponen de manifiesto que la célula cromafín 
bovina, además de tener nAChR heteroméricos α3β4/α3β4α5, contiene un nAChR α7 
capaz de generar señales de Ca2+ y liberación de catecolaminas cuando se encuentra 
ligado a un modulador alostérico, además de un agonista. Probablemente, en términos de 
medidas de [Ca2+]c y secreción de catecolaminas, haya sido difícil determinar la función 
de este subtipo de receptor porque según nuestros resultados: (i) el receptor α7 de 
células cromafines bovinas requiere de la presencia de un modulador alostérico y bajas 
concentraciones de agonistas para generar incrementos de la [Ca2+]c y secreción de 
catecolaminas,  (ii) la magnitud de las señales de [Ca2+]c inducidas por el nAChR α7 son 
mucho menores que las no-α7 y (iii) es un receptor que se inactiva muy rápidamente.  
El hecho que el nAChR α7 de la célula cromafín, y seguramente de otras 
neuronas simpáticas, requiera de un modulador para incrementar las concentraciones de 
Ca2+ intracelulares nos hace pensar que pueda existir una o varias sustancias, que al 
liberarse ante determinados estímulos, puedan actuar cómo moduladores alostéricos α7 
positivos y así activar estos receptores para favorecer la liberación de neurotransmisores.  
 
VI.2.   NEUROPROTECCIÓN MEDIADA POR nAChR α7 y β2* EN 
CÉLULAS SH-SY5Y LESIONADAS CON ÁCIDO OKADAICO 
 
 
Aunque hay estudios que implican a los receptores β2* en la protección mediada 
por nAChRs (Kihara et al., 1998; Stevens et al., 2003), la mayoría apuntan al nAChR α7 
(Shimohama et al., 1998; Arias et al., 2004) y al Ca2+ (Dajas-Bailador et al., 2000; Ren et 
al., 2005) como responsables en dicho proceso. Dado que los datos que habíamos 
obtenido en células cromafines bovinas indicaban que la activación de los nAChR α7 no 
generaba un transitorio de Ca2+, salvo en presencia de un modulador alosterico (Fig. 10 y 
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11), pero la activación de los receptores no-α7 si la producían, decidimos abordar la 
pregunta de cómo la activación de los diferentes subtipos de nAChR podrían mediar 
neuroprotección en un modelo relacionado con la hiperfosforilación de τ. A la hora de 
analizar el mecanismo neuroprotector, nos hemos centrado fundamentalmente en la 
implicación del Ca2+ y las vías de señalización intracelulares que mediaban dicha 
respuesta. Para ello hemos empleado células de la línea de neuroblastoma humano SH-
SY5Y que constituye un modelo neuronal ampliamente aceptado para estudios de muerte 
y protección celular. Asimismo, expresan nAChR α7 y β2* (Peng et al., 1994; Gentry & 
Lukas, 2002), que son objeto de este estudio. Hemos elegido un modelo de toxicidad que 
estuviera relacionado con la patología de la enfermedad de EA, concretamente la 
hiperfosforilación de τ; esta situación la hemos inducido mediante la incubación de las 
células con AO. 
Los primeros resultados que obtuvimos mostraron que tanto el agonista selectivo 
α7  PNU282987 como el agonista selectivo β2* 5IA85380 eran  capaces de disminuir la 
muerte celular inducida por AO. Por tanto, estos resultados indicaban que ambos 
subtipos de nAChR podrían mediar o activar vías neuroprotectoras. 
Una vez comprobada la protección con los agonistas nicotínicos, tuvimos 
curiosidad por averiguar si la modulación alostérica del receptor nAChR α7 podría, 
también, mediar neuroprotección y/o activar vías de supervivencia. Este interés deriva del 
creciente desarrollo de nuevos moduladores alostéricos de los receptores nicotínicos 
como fármacos potencialmente útiles para tratar distintas enfermedades sistema nervioso 
central, entre las que se encuentran la esquizofrenia o la enfermedad de Alzheimer 
(Maelicke, 2000). Aunque, la eficacia clínica de estos moduladores alostéricos se basaría, 
fundamentalmente, en su capacidad para mejorar la neurotransmisión colinérgica, los 
resultados que hemos obtenido, al menos con el modulador PNU120596, parecen indicar 
que no presenta propiedades neuroprotectoras. Este resultado negativo nos ha llamado 
la atención porque estudios previos de nuestro grupo (Arias et al., 2004; Arias et al., 
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2005; Lorrio et al., 2007) han demostrado que la galantamina, un inhibidor moderado de 
la acetilcolinesterasa y modulador alostérico positivo de los nAChR (Albuquerque et al., 
2001), sí ha protegido en unas condiciones experimentales muy parecidas a las que 
hemos empleado con el PNU 120595 (Arias et al., 2005). Esta controversia, puede ser 
explicada por un mecanismo de actuación diferente del modulador PNU120596 sobre el 
receptor α7 o por un efecto complementario al de modulador alostérico de galantamina. 
Con la idea de explorar cómo el Ca2+ podría estar implicado en el efecto protector 
mediado por PNU282987 y 5IA85380 y, al mismo tiempo, analizar la selectividad de estos 
agonistas sobre los distintos subtipos de nAChR, medimos las señales de Ca2+ citosólico 
en células SH-SY5Y cargadas con Fluo-4. Curiosamente, en el caso del agonista 
PNU282987, no conseguimos ver una señal de Ca2+ inducida por la concentración de 
agonista que produjo efecto protector. Sólo cuando las células estaban  en presencia del 
modulador PNU120596, pudimos registrar un aumento de Ca2+ intracelular, y dicho 
incremento se bloqueó por completo por antagonistas selectivos α7 (BGT y MLA) y, en 
menor medida, por mecamilamina. Estos resultados, que coincidían con los obtenidos en 
las células cromafines bovinas, indicaban que el agonista PNU282987, a las 
concentraciones que ofrecía protección, estaba actuando sobre un nAChR α7. En cuanto 
al por qué del menor bloqueo de la señal α7-modulada por mecamilamina, está descrito 
que este antagonista presenta una mayor afinidad por nAChR heteroméricos αβ  que por 
los α7 homoméricos (Chavez-Noriega et al., 1997; Frazier et al., 1998; Papke et al., 
2001); el que la mecamilamina bloqueará en menor medida las señales de Ca2+ inducidas 
por PNU282987+PNU120596 en comparación con las señales inducidas por el 5IA85380, 
sugiere que ambos PNU estarían actuando mayoritariamente sobre un receptor 
homomérico α7. 
A diferencia del PNU282987, el agonista 5IA85380 sí fue capaz de aumentar por 
sí solo los niveles de Ca2+ citosólicos a la concentración que mostró ser protector. Las 
señales de Ca2+ inducidas 5IA85380 se bloquearon por antagonistas selectivos β2* como 
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DHβE y α-conotoxina MII pero no por antagonistas α7 (BGT) o α3β4 (α-conotoxina AuIB), 
lo que corrobora su selectividad sobre los nAChR del subtipo β2* (Dickinson et al., 2007).  
En cuanto a la tiempo dependencia del efecto protector, hemos observado que las 
protecciones empiezan a los 5 minutos de incubación de los agonistas pero a partir de 1-
4 h de incubación las protecciones son máximas. Estos tiempos parecen ser los 
necesarios para activar la vías de señalización intracelulares que mitigarán la lesión 
ocasionada por AO aunque el agonista ya no este presente durante las siguientes 44 ó 
47 h posteriores. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente por el 
grupo con el agonista nicotínico epibatidina en un modelo de estrés oxidativo (Egea et al., 
2007). Dado que las corrientes nicotínicas se caracterizan por su rápida desensibilización 
(Lopez et al., 1998; Gonzalez-Rubio et al., 2006), el que el agonista necesite estar 
presente más de 5 minutos para activar las vías neuroprotectoras, sugiere que este 
proceso se produce aunque el receptor esté desensibilizado. En este sentido, hay 
estudios que sugieren que la desensibilización del nAChR es la causa de la protección 
mediada por agonistas nicotínicos (Egea et al., 2006; Buccafusco et al., 2009a). Otros 
estudios muestran que los antagonistas α7 también pueden mediar protección (Ferchmin 
et al., 2003; Escubedo et al., 2009), sugiriendo que éstos ejercen un efecto similar al del 
estado desensibilizado al que achacan como responsable del efecto neuroprotector.  
Que el agonista α7 PNU282987 ejerciera su efecto protector sin inducir aumentos 
de Ca2+ citosólico está en contra de la creencia de que el Ca2+ es el segundo mensajero 
responsable de la activación de cinasas intracelulares implicadas en la neuroprotección 
mediada por nAChR α7 (Donnelly-Roberts et al., 1996; Dajas-Bailador et al., 2000; 
Ferchmin et al., 2003). Sin embargo, cuando estudiamos los efectos protectores del 
PNU282987 en un medio sin Ca2+, pudimos corroborar que el efecto protector se 
mantenía. En el caso del  5IA85380, su efecto protector se perdió cuando se incubó en 
ausencia de Ca2+ extracelular. Por tanto, la protección mediada por el nAChR α7 parece 
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ser Ca2+-independiente mientras que la mediada por nAChRs β2* parece depender del 
Ca2+ extracelular. 
Con la idea de determinar si el Ca2+ que accede a la célula por el receptor α7 
sería capaz de mediar una señal protectora, incubamos las células con el agonista α7 y 
su modulador alostérico el PNU120596. Empleamos esta combinación porque cuando 
medimos las señales de Ca2+ intracelulares, vimos que la combinación de ambos PNU 
inducía un transitorio de Ca2+ que se inhibía por completo por BGT o MLA. Curiosamente, 
cuando incubamos el agonista α7 con su modulador, la protección que observamos con 
el agonista α7 se perdió. Se sabe que el PNU120596 es un modulador alostérico de tipo 
II (Gronlien et al., 2007); que al unirse al nAChR α7 ocasiona un cambio conformacional 
del receptor (Barron et al., 2009), lo activa en su estado desensibilizado (Gronlien et al., 
2007) e induce una entrada de Ca2+. Pensamos que puede haber varias interpretaciones 
para explicar el por qué el modulador puede estar anulando el efecto del agonista α7. 
Una de las explicaciones podría ser que la propia entrada de Ca2+ por activación del α7 
cause cierta toxicidad, de hecho existen resultados que muestran que la entrada de Ca2+ 
a través de la activación del subtipo α7 puede llegar a ser tóxica (Li et al., 1999). Sin 
embargo, un estudio reciente muestra que tanto moduladores de tipo I como II, entre los 
cuales está el PNU120596, en combinación con agonistas nicotínicos no inducen 
toxicidad en células PC12 ni en neuronas corticales de rata (Hu et al., 2009). Otra posible 
explicación es que un cambio conformacional del receptor, inducido por la unión del 
modulador alostérico, podría impedir la desensibilización o activación de la señal 
protectora mediada por el nAChR α7.  
En cuanto a las vías de señalización intracelulares implicadas en el mecanismo 
neuroprotector asociadas a la activación de nAChR, son varias las cinasas intracelulares 
que se han implicado en dicho proceso (Buckingham et al., 2009), de ahí que nos 
propusimos estudiar cuales de ellas podrían estar implicadas en mecanismo 
neuroprotector mediado por PNU282987 (α7) y 5IA85380 (β2*).   
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En el caso del nAChR α7, es conocido que JAK-2 es una cinasa que se fosforila a 
sí misma, activándose. Además JAK-2 se une a la subunidad α7 en presencia de 
agonistas nicotínicos (Shaw et al., 2002) y se puede activar de forma Ca2+-independiente 
(Chernyavsky et al., 2009). Los resultados de este trabajo muestran que únicamente la 
estimulación del nAChR α7 y no la del β2*produjo un aumento de la fosforilación de JAK-
2. La implicación de esta cinasa en la protección mediada por el agonista α7 se confirmó 
cuando la incubación de las células con un inhibidor de la JAK-2, el AG-490, revirtió el 
efecto protector de PNU282987, pero no el del 5IA85380. Resultados similares se han 
descrito en células PC12 y neuronas, en las que se ha implicado a JAK-2 en la protección 
mediada por nAChR α7 frente la lesión inducida por Aβ 1-42 (Kihara et al., 2001; Shaw et 
al., 2002). En el caso de los nAChR β2*, podemos concluir que JAK-2 no se activa por 
esta vía. 
Volviendo al tema del por qué el agonista pierde su capacidad protectora en 
presencia del modulador alostérico. Hemos encontrado que la cinasa JAK-2 no se 
fosforila cuando el agonista está en presencia del modulador. Por tanto, pensamos que el 
modulador podría estar ocasionando un cambio conformacional del receptor que 
impediría la activación de JAK-2 o que la entrada de Ca2+ a través del subtipo α7 
impediría la fosforilación de esta cinasa. 
 Continuando con las vías de señalización intracelulares, son ya muchos los datos 
de otros grupos (Quesada et al., 2008; Buckingham et al., 2009) y del nuestro (Arias et 
al., 2005; Canas et al., 2007) que demuestran que la activación de la vía PI3K/Akt está 
relacionada con fenómenos de supervivencia. En relación a esta vía, hemos visto que 
tanto el PNU282987 como el 5IA85380 pueden aumentar la fosforilación la proteína Akt.  
Además, tanto el efecto protector del agonista α7 como  β2* se perdió cuando se co-
incubaron con un antagonista de esta vía, el LY294002. Por tanto, esta vía de 
señalización es compartida por ambos subtipos de nAChR. En el caso del receptor α7, se 
ha descrito que una de las dianas de fosforilación de JAK-2 es precisamente la ruta 
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PI3K/Akt (Shaw et al., 2002). La activación de PI3K puede darse de forma Ca2+-
dependiente o independiente a través de la activación de JAK-2 (Chernyavsky et al., 
2009).   
Basándonos en que hay antecedentes bibliográficos que muestran que los 
nAChRs son capaces de activar la vía MAPK/ERK de una forma Ca2+-dependiente 
(Chang & Berg, 2001; Nakayama et al., 2001; Dajas-Bailador et al., 2002a) y, que 
también está vía puede activarse por nAChR no-α7 (Nakayama et al., 2001) decidimos 
determinar si el PNU282987 y el 5IA85380 podrían inducir la fosforilación de ERK 1/2. En 
nuestras condiciones experimentales, hemos observado que la activación de ERK 1/2  
solo se induce por 5IA85380. Asimismo, la protección ofrecida por el 5IA85380 también 
fue dependiente de la [Ca2+] extracelular ya que en ausencia de Ca2+ la protección se 
perdió. Otro dato que apoya la participación de esta vía en el mecanismo protector del 
5IA85380, es que el antagonista PD 98059 bloqueo su efecto protector. A diferencia de lo 
observado con el agonista β2*, la activación del nAChR α7 con PNU282987 no activó la 
ruta de MEK/ERK1/2, por tanto, su mecanismo protector parece ser independiente de 
estas cinasas.  
Dado que ambos agonistas activaban Akt, intentamos buscar cinasas que fueran 
activadas por Akt y que podrían estar relacionadas con el mecanismo de acción de 
nuestro tóxico, el AO, que induce hiperfosforilación de τ. Una de las cinasa que fosforila τ 
es la GSK-3β (Grimes & Jope, 2001), y se sabe que P-Akt inactiva GSK-3β mediante la 
fosforilación de su residuo Ser-9 (Cross et al., 1995; Srivastava & Pandey, 1998). Lo que 
hemos observado es que los agonistas nAChR α7 y β2* producen una fosforilación de 
Ser-9-GSK-3β a los 15 minutos de incubación de los mismos. Sin embargo, el estado 
fosforilado de la Ser-9 disminuyó a las 24 horas, lo que descartaría que la inactivación de 
la GSK-3β prolongada en el tiempo sea la causa última del efecto protector frente al AO.  
Sin embargo, la protección mediada por ambos subtipos de nAChR parece estar 
relacionada con la inhibición de GSK-3β, ya que cuando combinamos el AR-A014418 (un 
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inhibidor de GSK-3β) con cada uno de los agonistas nicotínicos, no observamos un 
mayor efecto protector. Por tanto, estos resultados sugieren que la inhibición de GSK-3β 
está relacionada con el efecto protector mediado a través de nAChR α7 y β2* frente a 
AO. 
En otra serie de experimentos, lo que hicimos fue evaluar cómo el estimulo tóxico 
modificaba GSK-3β y si los agonistas α7 y/o β2* podrían cambiar dicho patrón. Lo 
primero que observamos fue que el tratamiento de las células SH-SY5Y durante 24 h con 
AO aumenta la fosforilación de la Ser-9-GSK-3β. Este efecto, que inicialmente podría ser 
contradictorio, también se ha descrito por otros grupos (Qian et al., 2009). Pensamos que 
el aumento de GSK-3β inactivada podría explicarse en base a que la inhibición de la 
actividad de la PP2A por el tratamiento con AO (Tanaka et al., 1998; Bennecib et al., 
2000), aumenta la fosforilación de la Ser-9 de GSK-3β (Qian et al., 2009).  
En estas condiciones experimentales, los agonistas α7 y β2*, así como el inhibidor 
de GSK-3β, el AR-A014418, no modificaron el estado de fosforilación de la Ser-9 
respecto a la GSK-3β total. Por tanto estos resultados apoyarían la idea de que el efecto 
protector ofrecido por estos compuestos no implica, en última instancia, la inactivación 
mantenida de la enzima GSK-3β por fosforilación de su Ser-9.  
En cuanto a los niveles de Tyr-216 fosforilada de GSK-3β (forma activa), ésta no 
se modificó por el tóxico solo ni en combinación con los agonistas nicotínicos. Estos 
datos difieren de los obtenidos en un estudio previo en el que muestran un aumento de 
este residuo fosforilado en presencia de Aβ1-42 (Hu et al., 2008). Esta discrepancia de 
resultados podría ser debida a que en este último estudio cuantifican la P-Tyr216 GSK-3β 
con respecto a la proteína τ total en vez de respecto a GSK-3β total, como hemos hecho 
en este estudio. 
Curiosamente, cuando analizamos la cantidad de GSK-3β total descubrimos que 
el AO la aumenta a casi el doble con respecto al basal. Como hemos dicho 
anteriormente, la Ser-9 de GSK-3β también está aumentada en células con AO casi al 
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doble. Esto haría que, en términos relativos, la actividad de GSK-3β no se viera 
modificada con respecto a la situación control como se ha demostrado en estudios 
previos en células SH-SY5Y tratadas con AO (Tanaka et al., 1998; Bennecib et al., 2000). 
El  aumento de la GSK-3β se ha descrito con anterioridad en células gliales progenitoras 
de pacientes de Alzheimer tratadas con Aβ (He & Shen, 2009) así como en cerebros 
postmortem procedentes de enfermos de Alzheimer (Lau et al., 1999). En realidad, 
existen modelos transgénicos que sobre-expresan la proteína GSK-3β y reproducen 
muchas características fisiopatológicas de esta enfermedad (Engel et al., 2006).  Por 
tanto, el AO parece inducir incrementos de GSK-3β que asemejarían lo que sucede en 
los pacientes de EA.  
Por tanto, pensamos que la reducción de la GSK-3β total ocasionada por los 
agonistas nicotínicos y el inhibidor de GSK-3β en células tratadas con AO parece estar 
implicada en el mecanismo protector mediado por agonistas nicotínicos.  
Cuando combinamos los agonistas nicotínicos con el AR-A014418 no obtuvimos 
un efecto protector aditivo. Estos resultados sugieren que una inhibición previa de la 
enzima GSK-3β, ya sea con los agonistas nicotínicos o con el inhibidor de GSK-3β, 
puede ser responsable de la reducción de GSK-3β total en células tratadas con OA. 
Estudios recientes demuestran que el litio (inhibidor de GSK-3β) y extractos de tabaco 
son capaces de reducir los niveles de mRNA y proteína GSK-3β respectivamente 
(Mendes et al., 2009; Tian et al., 2009).  
La enzima GSK-3β fosforila específicamente el residuo Ser 396/404 de la proteina 
τ (PHF-1, Paired Helicoidal Filament-1) tanto en cultivos celulares (Lovestone et al., 1994; 
Tanaka et al., 1998) como en modelos  in vivo (Spittaels et al., 2000). La 
hiperfosforilación de τ por inhibición de PP2A induce una desestructuración de los 
microtúbulos que causa muerte celular en células SH-SY5Y tratadas con AO (Tanaka et 
al., 1998). Esta desestabilización de los microtúbulos llega a comprometer el transporte 
axonal, produciéndose una neurodegeneración en aquellas neuronas con ovillos 
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neurofibrilares que son características en los cerebros de pacientes de EA (Alonso et al., 
1994; Alonso et al., 1997). En nuestras condiciones experimentales también hemos visto 
que el AO prácticamente duplica la fosforilación de Ser 396/404 pero este resultado no 
parece ser debido a un aumento de la actividad de GSK-3β sino a la inhibición de las 
fosfatasas que defosforilan τ. Sin embargo, tanto el agonista α7, β2* como el inhibidor 
AR-AO14418 producen una disminución en la expresión de GSK-3β que, 
consecuentemente, hace que disminuya la hiperfosforilación de τ en la Ser 396/404.  Aún 
cuando hay estudios previos que muestran que algunos compuestos como el litio, otro 
inhibidor de GSK-3β, puede prevenir la fosforilación de τ en PHF1 y Tau1 inducido por Aβ 
(Alvarez et al., 1999), la prevención de la hiperfosforilación de τ en su residuo Ser 
396/404 con agonistas nicotínicos aún no ha sido descrita. 
Como conclusión final podemos decir que, aun cuando la activación de nAChR α7 
y β2* pueden mediar protección frente AO, los mecanismos implicados son distintos. La 
protección mediada por el nAChR α7 implica la activación de vía de señalización JAK-
2/PI3K/Akt de forma Ca2+-independiente. En el caso del nAChR β2* su mecanismo 
protector se relaciona con la activación de PI3K/Akt y MEK/ERK1/2 por un mecanismo 
Ca2+-dependiente.  
Sin embargo, ambas vías de señalización convergen en la inactivación transitoria 
de GSK-3β. La inactivación de GSK-3β previa y transitoria al estímulo tóxico está 
implicada en la disminución de los aumentos de expresión de esta enzima tras su 
incubación con un inductor de hiperfosforilación de τ. Además, la disminución de la 
fosforilación en Ser 396/405 de τ se produce tras la activación de los nAChR α7 y β2* y 
por inhibición de GSK-3β previa al tratamiento con OA. Por tanto, tanto la intervención 
sobre nAChR α7 como β2* podrían ser eficaces para reducir la hiperfosforilación de τ y la 
aparición de ovillos neurofibrilares característicos de los pacientes con enfermedad de 
Alzheimer. 
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VII. CONCLUSIONES  
 
 I.-  En relación a cómo los receptores nicotínicos α7 y no-α7 pueden regular los 
niveles de calcio intracelular y la secreción de catecolaminas en células 
cromafines bovinas, las conclusiones han sido: 
1. El receptor nicotínico α7 de la célula cromafín bovina (CCB) requiere la 
presencia de un modulador alostérico para generar incrementos del calcio 
citosólico y secreción de catecolaminas. Sin embargo, la activación de los 
receptores nicotínicos no-α7 no requiere de la presencia de un modulador 
alostérico para inducir señales de Ca2+ y secreción de catecolaminas. 
2. El receptor nicotínico α7 de la CCB se desensibiliza rápidamente. 
3. El incremento en la [Ca2+]c inducido por nAChR no-α7 se encuentra acoplado a 
la entrada de Ca2+ mediada por CCDV de tipo L, mientras que el mediado por el 
receptor α7-modulado está acoplado a CCDV de tipo no-L. 
4. Tanto el incremento en la [Ca2+]c asociado al receptor nicotínico modulado-α7 
como al no-α7 están acoplados a CICR. 
5. La estimulación del nAChR modulado-α7 y del no-α7 inducen liberación de 
catecolaminas. Sin embargo, la secreción inducida tras la activación del nAChR 
modulado-α7 parece ser más eficiente que la asociada a receptores no-α7 en 
términos de relación [Ca2+]c /liberación de catecolaminas. 
 
II.-  En relación a la contribución de los receptores nicotínicos α7 y no-α7 a la 
protección de las células SH-SY5Y lesionadas por hiperfosforilación de tau, 
podemos extraer las siguientes conclusiones: 
1. Los agonistas nicotínicos selectivos α7 y β2  (PNU282987 y 5IA85380) 
protegen frente a la toxicidad inducida por ácido okadaico. 
2. Las concentraciones protectoras del agonista α7 no median incrementos en la 
[Ca2+]c pero si las del agonista β2*. Asimismo la protección mediada por 
receptores α7 es independiente de Ca2+ mientras que la protección mediada 
por receptores β2* si lo es. 
3. La presencia de un modulador alostérico α7 junto al agonista α7 induce un 
transitorio de Ca2+ sensible a BGT. Sin embargo, la protección que ofrece en 
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agonista α7 se pierde en presencia del modulador alostérico. Tampoco el 
modulador alostérico per sé ofreció protección. 
4. La cinasa iniciadora implicada en la protección mediada por el receptor α7 es 
la JAK-2 (Ca2+-independiente). ERK1/2 (Ca2+-dependiente) está implicada en 
la protección mediada por receptores β2*. Tanto la activación del subtipo α7 
como la no-α7 activan la ruta de supervivencia PI3K/Akt/GSK-3β. 
5.  Tanto el PNU282987 como el 5IA85380 ocasionan una inactivación transitoria 
de GSK-3β. 
6. El ácido okadaico incrementa los niveles de expresión de GSK-3β, estos 
niveles se redujeron significativamente tanto por el agonista α7 como β2*. Sin 
embargo, la fosforilación en los residuos de GSK-3β que determinan su 
activación o inactivación, no se vieron modificados por ninguno de los 
agonistas nicotínicos. 
7. En última instacia, tanto el agonista α7 como el β2* disminuyeron la 
hiperfosforilación de τ en su residuo específico para GSK-3β y, por tanto, la 
lesión ocasionada por ácido okadaico. 
 
Como conclusión global cabe resaltar que el esclarecimiento de la funcionalidad y los 
mecanismos protectores de los receptores nicotínicos estudiados aquí, permitirán la 
identificación de nuevas dianas moleculares para el diseño, síntesis y desarrollo de 
nuevos compuestos neuroprotectores con potencial terapéutico en la enfermedad de 
Alzheimer, objetivo principal del Instituto Teófilo Hernando de I+D del Medicamento, 
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